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RÉSUMÉ
La chitine est, après la cellulose, le second poly-
saccharide le plus abondant, sa source naturelle principale
étant les carapaces de crustacés où elle se retrouve sous
forme de complexe chitino-protéique. Au Québec, les pêche
ries produisent environ 10 000 tonnes par année de ces "dé
chets" dont elles disposent soit en les rejetant à la mer,
soit en les exportant au Japon ... où la chitine en est
extraite. En Amérique du nord, le marché éventuel de la
chitine et de ses dérivés est évalué à 335 millions de dol
lars mais l'ouverture de ce marché semble freinée, d'une
part, par le coût relativement élevé des matières premières
(carapaces) et d'autre part, par les coûts de production des
dérivés de chitine.
L'étude menée ici évalue l'efficacité de technologies
non-traditionnelles dans les processus de déacétylation et
de dépolymérisation de la chitine, dans une stratégie de
valorisation qui mise sur des coûts de production réduits de
dérivés chitine/chitosane dont les caractéristiques (pour
centage d'acétylation et degré de polymérisation (d.p.))
seraient ajustables sur demande.
La déacétylation de la chitine a été tentée par des
méthodes de thermo-mécano-chimie (TMC) qui s'avèrent une
alternative prometteuse aux méthodes couramment utili
sées. En résumé, une suspension de chitine en milieu basi
que (10 % NaOH) est traitée 90 secondes à des températures
variant de 200 à 230°C dans un autoclave à cascade où elle
s\abit ensuite une décompression rapide. Dans ces condi
tions, la déacétylation observée est dépendante de la tempé
rature de traitement et un passage à 230°C résulte en une
déacétylation complète de la chitine (en autant que celle-ci
soit d'abord mercerisée 24 heures à 4°C en 50 % NaOH) . La
déacétylation contrôlée de la chitine par TMC est donc réa
lisable et ce, tout en diminuant le temps de réaction et la
concentration de NaOH nécessaires dans les méthodes couram
ment utilisées, ce qui devrait permettre une baisse des
coûts de transformation.
Une approche enzymatique a été expérimentée afin de
dépolymériser les chitine/chitosane produits par TMC.
L'utilisation de deux types d'enzymes simultanément permet
d'hydrolyser efficacement (à environ 50 %) des
chitine/chitosane dont les taux d'acétylation varient de 0 à
100 %. Pour ces hydrolyses, les chitinases de Sçrratia
marcescens et la chitosanase A de Bacillus m&gaterlum spPl
ont été employées. Puisqu'aucune chitosanase n'est dis
ponible sur le marché, cette dernière enzyme a dû être iso
lée et caractérisée au cours des présents travaux.
La souche B. megaterium spPl possède une activité chito-
sanolytique impliquant au moins 3 enzymes sécrétées (chito-
sanases A, B et C) parmi lesquelles la chitosanase A s'avère
intéressante pour une éventuelle utilisation commerciale.
Elle est active dans l'intervalle de pH 4,5 à 6,5 et semble
stable jusqu'à 45°C tandis que l'hydrolyse optimale du chi-
tosane se produit à 50°C. Les caractéristiques cinétiques
de la chitosanase A, déterminées à 22°C, pH 5,6, sont un Km
apparent de 0,8 mg/ml et un Vmax de 280 U/mg, résultant en
une efficacité (mesurée par le rapport Vmax/Km) très élevée
lorsque comparée aux chitosanases déjà caractérisées. De
plus, la chitosanase A semble hydrolyser le chitosane de
façon endoglycolitique, ce qui est essentiel à l'obtention
d'oligomères de d.p. variables.
La seule limite à l'hydrolyse enzymatique commerciale
des chitine/chitosane est la grande quantité de chitosanase
A nécessaire en comparaison avec la faible quantité d'enzyme
purifiée à partir des cultures induites de B. megaterium.
Pour cette raison, le gène de la chitosanase A a été cloné,
en utilisant le vecteur pBR-322 et la bactérie hôte E. coli
DH5a. Le sous-clonage dans un vecteur d'expression per
mettra ensuite l'obtention de quantités d'enzyme raison
nables pour une utilisation commerciale.
Les deux processus imaginés afin d'abord de déacétyler
la chitine puis de dépolymériser les chitine/chitosane
obtenus sont donc efficaces dans les conditions expérimen
tales. Leur éventuelle application commerciale dépendra de
leur rendement suite à la mise à l'échelle industrielle, de
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La chitine est, après la cellulose, le second
polysaccharide le plus abondant, sa source naturelle
principale étant les carapaces de crustacés où elle se
retrouve sous forme de complexe chitino-protéique. Au
Québec, les pêcheries produisent environ 10 000 tonnes par
année de ces "déchets" dont elles disposent soit en les
rejetant à la mer, soit en les exportant au Japon ... où la
chitine en est extraite. En Amérique du nord, le marché
éventuel de la chitine et de ses dérivés est évalué à 335
millions de dollars mais l'ouverture de ce marché semble
freinée, d'une part, par le coût relativement élevé des
matières premières (carapaces) et d'autre part, par les
coûts de production des dérivés de chitine.
L'étude menée ici évalue l'efficacité de technologies
non-traditionnelles dans les processus de déacétylation et
de dépolymérisation de la chitine, dans une stratégie de
valorisation qui mise sur des coûts de production réduits de
dérivés chitine/chitosane dont les caractéristiques
(pourcentage d'acétylation• et degré de polymérisation
(d.p.)) seraient ajustables sur demande.
La déacétylation de la chitine a été tentée par des
méthodes de thermo-mécano-chimie (TMC) qui s'avèrent une
alternative prometteuse aux méthodes couramment utilisées.
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En résumé, une suspension de chitine en milieu basique (10 %
NaOH) est traitée 90 secondes à des températures variant de
200 à 230°C dans un autoclave à cascade où elle subit
ensuite une décompression rapide. Dans ces conditions, la
déacétylation observée est dépendante de la température de
traitement et un passage à 230°C résulte en une
déacétylation complète de la chitine (en autant que celle-ci
soit d'abord mercerisée 24 heures à 4°C en 50 % NaOH) . La
déacétylation contrôlée de la chitine par TMC est donc
réalisable et ce, tout en diminuant le temps de réaction et
la concentration de NaOH nécessaires dans les méthodes
couramment utilisées, ce qui devrait permettre une baisse
des coûts de transformation.
Une approche enzymatique a été expérimentée afin de
dépolymériser les chitine/chitosane produits par TMC.
L'utilisation de deux types d'enzymes simultanément permet
d'hydrolyser efficacement (à environ 50 %) des
chitine/chitosane dont les taux d'acétylation varient de 0 à
100 %. Pour ces hydrolyses, les chitinases de Serratia
JiisrcescBns et la chitosanase A de Bacillus megatGrium spPl
ont été employées. Puisqu'aucune chitosanase n'est
disponible sur le marché, cette dernière enzyme a dû être
isolée et caractérisée au cours des présents travaux.
La souche B. iuGgatGriuia spPl possède une activité
chitosanolytique impliquant au moins 3 enzymes sécrétées
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(chitosanases A, B et C) parmi lesquelles la chitosanase A
s'avère intéressante pour une éventuelle utilisation commer
ciale. Elle est active dans l'intervalle de pH 4,5 à 6,5 et
semble stable jusqu'à 45°C tandis que l'hydrolyse optimale
du chitosane se produit à 50°C. Les caractéristiç[ues ciné
tiques de la chitosanase A, déterminées à 22°C, pH 5,6, sont
un Km apparent de 0,8 mg/ml et un Vmax de 280 U/mg, résul
tant en une efficacité (mesurée par le rapport Vmax/Km) très
élevée lorsque comparée aux chitosanases déjà caractérisées.
De plus, la chitosanase A semble hydrolyser le chitosane de
façon endoglycolitique, ce qui est essentiel à l'obtention
d'oligomères de d.p. variables.
La seule limite à l'hydrolyse enzymatique commerciale
des chitine/chitosane est la grande quantité de chitosanase
A nécessaire en comparaison avec la faible quantité d'enzyme
purifiée à partir des cultures induites de B. megaterium.
Pour cette raison, le gène de la chitosanase A a été cloné,
en utilisant le vecteur pBR-322 et la bactérie hôte E. coli
DH5a. Le sous-clonage dans un vecteur d'expression per
mettra ensuite l'obtention de quantités d'enzyme raison
nables pour une utilisation commerciale.
Les deux processus imaginés afin d'abord de déacétyler
la chitine puis de dépolymériser les chitine/chitosane
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obtenus sont donc efficaces dans les conditions expérimen
tales. Leur éventuelle application commerciale dépendra de
leur rendement suite à la mise à l'échelle industrielle, de
la qualité des produits et des coûts de production finaux.
INTRODUCTION
I.l CHITINE ET CHITOSANE ; SOURCES ET STRUCTURES
La chitine est, après la cellulose, le polymère le plus
abondant dans la nature. C'est un polysaccharide de
structure linéaire formé de résidus D-N-acétyl-glucosamine
reliées en fîl-4 (FIGURE 1 a) . La chitine est présente sur
tout dans les téguments des invertébrés (insectes, crus
tacés, mollusques, etc.), mais aussi dans les parois de
certains champignons et levures (Austin et al., 1981). Il
est à noter que la chitine existe rarement à l'état libre
mais se trouve plutôt liée covalemment à des protéines sous
forme de complexes chitino-protéiques (Hunt, 1970).
La chitine est complètement insoluble en milieu aqueux.
L'unique solvant inerte connu pour ce polysaccharide est un
système de diméthylacétamide contenant 5 % lithium chloride
(Rutherford et Austin, 1978). Un tel solvant est utile pour
la manipulation, la transformation et l'analyse de la chiti
ne, cependant, il limite l'utilisation de la chitine, la
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FIGURE 1 ; Structures a) de la chitine et b) du chitosane.
Le chitosane est aussi un polysaccharide linéaire mais
composé d'unités D-glucosamine et D-N-acétyl-glucosamine (en
proportions variables) reliées par des liens fîl-4 osidiques
(FIGURE 1 b) . Contrairement à la chitine, ce composé se
retrouve rarement dans la nature où il n'a été identifié
qu'en 1954 comme un des composants mineurs de la paroi cel
lulaire de Phycomyces blakesleeanus (Kreger, 1954). Ce rôle
lui est maintenant reconnu de façon généralisée chez tous
les zygomycètes, une classe particulière de champignons
3(Bartnicki-Garcia, 1968), et des études approfondies ont
aussi démontré sa présence en faible quantité chez certains
autres champignons (Hadwiger et Beckman, 1980), quelques
algues vertes, par exemple Chlorella (Mihara, 1961), et chez
certains insectes, comme dans la paroi abdominale des reines
termites (Seng^ 1988). La source principale de chitosane
commercial est donc la chitine, de laquelle il est dérivé
par hydrolyse alcaline.
Les termes "chitine" et "chitosane" représentent donc
des copolymères contenant des proportions variables de glu-
cosamine et de N-acétyl-glucosamine. Comment et où fixer la
limite entre ces deux composés? De façon arbitraire, le
chitosane a été défini comme tel lorsque, à l'analyse élé
mentaire, le contenu en azote dépasse 7 %, ce qui correspond
à un maximum d'environ 40 % de résidus acétylés.
Contrairement à la chitine, le chitosane est soluble en
milieu aqueux de faible acidité. Il se trouve alors chargé,
de par ses groupements aminés, et sous la forme de sel. Par
contre, à pH > 6.5, le chitosane précipite.
1.2 INTERETS ECONOMIQUES CONCERNANT LA VALORISATION DE
LA CHITINE
Aux États-Unis, près de 0,3 milliards de kg de fruits de
mer sont péchés chaque année (Carroad et Tom, 1978). Hors,
75 % de cette masse est inutilisable pour l'industrie ali
mentaire et on se débarrasse le plus souvent de ces déchets
en les rejetant à la mer, créant ainsi de sérieux problèmes
de pollution. Ces rebuts des pêcheries, contenant surtout
des carapaces de crustacés, sont constitués de protéines (15
à 70 % du poids sec), de chitine (10 à 35 %) et de carbonate
de calcium (TABLEAU I) (Austin et al., 1981) (Brine, 1984).
La récupération de cette biomasse représenterait un atout à
la fois du point de vue économique et environnemental, mais
la rentabilité d'un tel projet dépend des utilisations pos
sibles des produits formés. Les protéines possèdent une
bonne valeur nutritive pour l'alimentation animale, quant à
la chitine et à ses dérivés, des applications de ces poly
mères ont été démontrées récemment dans des domaines très
variés (agro-alimentaire, biomédical, cosmétique, etc.) et
en 1987, un marché potentiel de 335 millions de dollars
était évalué aux États-Unis seulement (Bioprocessing
Technology, 1987) (TABLEAU II).
TABLEAU I
POURCENTAGES DE CHITINE ET DE PROTÉINES CONTENUS
DANS LES DÉCHETS DE CARAPACES DE CRUSTACÉS
Organisme Chitine Protéines
Crabe - bleu 14 16
- des pierres 18 15
- rouge 27 12
- King 35 —
- Dungeness 14 —
- en fer à cheval 26 73
Crevette 28 35
Source : Brine, 1984 et Austin et al., 1981
TABLEAU II






Agriculture <1- 5 54
Alimentation 6- 15 21
Cosmétique 20- 30 50
Immobilisation d'enzyme 5- 15 8
Santé 20-200 190
Traitement des déchets 4- 20 12
Total 335
Source : Bioprocessing technology, juillet 1987.
1.3 CHITINE / CHITOSANE ; APPLICATIONS POSSIBLES
L'obtention de la chitine et du chitosane à partir de
carapaces de crustacés est illustrée à la FIGURE 2. Étant
donné la source de ces produits et les traitements néces
saires à leur obtention, une utilisation rentable de ces














FIGURE 2 : Schéma de la préparation de chitine ou de chitosane.
Voici donc un historique des principales applications
étudiées :
7Muzzarelli, en 1973, a mis en évidence les propriétés
chélatrices de plusieurs polymères, et parmi eux la chitine
et le chitosane (Muzzarelli, 1973) . À la même époque, la
possibilité d'utiliser la chitine pour l'alimentation des
veaux a été examinée (Patton et al., 1975) et les propriétés
cicatrisantes de la chitine, de la chitine partiellement
dépolymérisée et de la chitine partiellement déacétylée ont
été démontrées par Balassa et Prudden (Balassa, 1975 a, b,
c) .
Is- suite, Carroad et Tom ont étudié la bioconver—
de la chitine par un processus de dépolymérisation
enzymatique (chitinases) suivi par une fermentation de type
"SCP" ("single cell protein") (Carroad et Tom, 1978). La
biomasse obtenue constitue une excellente source protéique
pour l'alimentation animale. Cependant, son coût de produc
tion ne supporte pas la concurrence avec les protéines végé
tales.
Récemment, les etudes se sont multipliées. Dans le
secteur agro—alimentaire, le chitosane s'est révélé comme un
des coagulants les plus efficaces (Wu et al., 1978) et peut
réduire de 70 à 98 % la teneur en particules solides pré
sentes dans les déchets issus de la préparation industrielle
des aliments. Par contre, il doit rivaliser sur le marché
avec les polymères synthétiques moins dispendieux.
8La chitine et le chitosane peuvent aussi être utilisés
pour immobiliser des cellules ou des enzymes (bio
catalyseurs) . Là encore, la concurrence est forte. En
effet, l'alginate de calcium fixe aussi bien les cellules et
est peu coûteux. Cependant, l'avenir est prometteur dans le
cadre de l'immobilisation d'enzymes à usages industriels,
puisque la chitine a été employée, entre autres, pour fixer
la papaïne, la phosphatase acide, la glucose isomérase,
l'uréase, l'invertase, etc. (Seng, 1988) et le chitosane
pour la trypsine, la pronase, la subtilisine (Seng, 1988),
1'aminopeptidase et la carboxypeptidase (Motokawa et al.,
1987), ainsi que la pénicilline G acylase (Braun et al.,
1989).
Le chitosane semble aussi posséder des propriétés anti
fongiques, et l'enrobage des semences de céréales et de pois
avec du chitosane améliore les récoltes de 20 % (Hadwiger et
3.1., 1984). De façon semblable, la chitine incorporée dans
le sol entraîne une augmentation de la flore chitinolytique
procure ainsi aux plantes une protection accrue contre la
mycoflore parasitaire et les nématodes (dont les parois
contiennent de la chitine) (Bioprocessing Technology, July
1987). Cependant, les quantités nécessaires sont imposantes
et le traitement du sol avec la chitine ne serait profitable
que dans le cas de cultures à forte valeur ajoutée (Seng,
1988).
9La chitine, mais surtout le chitosane et ses dérivés,
peuvent également être utilisés dans le domaine des cosméti
ques en tant qu•émulsifiants, agents antistatiques, émol-
lients (Bioprocessing Technology^ 1987) ou agents hydratants
(Nauba et Izume, 1987). Le Japon et l'Europe emploient déjà
le chitosane et ses dérivés dans certains produits pour les
soins de la peau et des cheveux (Lang et al., 1987).
Toutefois, le TABLEAU II démontre clairement que c'est
dans le domaine de la santé que se situe le marché le plus
prometteur de la chitine et du chitosane. En effet, ces
deux polymères sont bioactifs et plusieurs de leurs pro
priétés présentent un intérêt pharmacologique ou biomédical.
1.4 APPLICATIONS BIOMÉDICALES DÉTAILLÉES
La chitine possède des propriétés cicatrisantes tout en
présentant 1'avantage d'être biodégradable et non-antigé-
nique (i.e. qu'elle ne provoque pas de phénomène de rejet)
et ces caractéristiques ont aussi été démontrées pour le
chitosane (Muzzarelli et al., 1987) qui, de plus, inhibe la
croissance de certains micro-organismes et peut donc être
considéré comme un bactéricide faible (Allan et al., 1984).
La firme japonaise Unitaka produit déjà des fils de suture et
une peau artificielle à base de chitine, alors que la Kendall
Co. (U.S.A.) procède à des tests cliniques sur une peau ar
tificielle à base de chitosane (Bioprocessing Technology,
1987) et qu'un brevet concernant l'utilisation du chitosane
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dans la formulation d'un onguent topique pour le traitement
des blessures a été accordé à la Jex Co. Ltd. du Japon (Yasui
et al., 1987) .
La chitine et le chitosane stimulent le système immu
nitaire de différentes façons. La chitine se comporte comme
un activateur polyclonal de lymphocytes B in vitro (Seng,
1988). In vivo, la chitine déacétylée active (ou mobilise)
les macrophages péritonéaux chez la souris et 1'activité
maximale est obtenue avec de la chitine déacétylée à 70 %
(Nishimura et al., 1984) qui démontre une efficacité com
parable à celle de la 0-carboxyméthyl-chitine (CM-chitine)
substituée à 0,8 (Nishimura et al., 1986). Cette activa-
tion des macrophages mène à la suppression de la croissance
de certaines tumeurs, par exemple de fibrosarcomes Meth-A
chez la souris Balb-C, mais les dérivés de chitine semblent
moins efficaces sur les sarcomes (Tokura et al., 1984). De
plus, les souris traitées avec les dérivés de chitine sem
blent protégées contre l'infection par E. coli et
Staphylococcus aureus.
Alors que le chitosane et les oligomères de glucosamine
ne démontrent qu'une activité immunopotentialisatrice
modérée (Tokura et al., 1984) (Suzuki, S. et al., 1986) ,
les chitohexaoses démontrent une efficacité supérieure aux
hexa—N—acétyl—chitohexaoses vis—à—vis les sarcomes de sou
ries (Suzuki, K. et al., 1986). Il est important de sou
ligner qu'aucun de ces composés ne provoque d'effets secon-
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daires. Quant au monomère de D-glucosamine, Matheson a
démontré qu'il augmente l'activité des "naturel killer
cells" (cellules NK) (Matheson et al., 1984), ce qui expli
que ses propriétés de cytotoxicité vis-à-vis les cellules
malignes in vivo (Freidman et Shehan, 1980) et de protec
tion contre la formation de tumeurs par RSV (virus du sar
come de Roux) (Floch et Werner, 1976) et contre le virus de
l'influenza humain (Freidman, 1979).
Une autre des propriétés intéressantes du chitosane est
son action hypocholestérolémiante mise en évidence par
Sugano (Sugano et al., 1978). En effet, l'incorporation de
chitosane dans la diète des rats abaisse leur taux de cho
lestérol sanguin sans pour autant endommager la muqueuse
intestinale, alors que ce phénomène représente un problème
majeur lors de l'utilisation de cholestyramine, un hypocho-
lestérolémiant répandu (Jennings et al., 1988). L'hypothèse
envisagée pour expliquer cette réduction du taux de choles
térol par le chitosane suppose une interaction pH dépendante
®utre le chitosane et les sels biliaires ou le cholestérol.
Ceux-ci se lieraient au chitosane dans la lumière intes
tinale et l'absorption du cholestérol s'en trouverait ainsi
diminuée.
Le chitosane possède des groupements aminés libres qui
confèrent un caractère polycationique et représentent
autant de sites réactifs aisément modifiables chimiquement.
Ces propriétés particulières permettent d'envisager l'utili-
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sation du chitosane, modifié ou non, afin de libérer pro
gressivement et de façon contrôlée certains facteurs médica
menteux. Des essais préliminaires démontrent que l'ajout de
chitosane dans les comprimés prolonge le temps de libération
de 1•indométhacine (Hou et al., 1985), de l'aspirine
(Kawashima et al., 1984) et du propanolol (Nagai et al.,
1984).
Apparemment, de ces diverses utilisations biomédicales,
seules celles concernant les fils de suture et le traitement
des blessures et brûlures sont commercialisées ou à tout le
moins sur le point d'être brevetées. Toutes les autres en
sont encore au stade de la recherche et beaucoup de travail
reste à accomplir avant leur éventuelle application.
1.5 DES PRODUITS SUR MESURE
Il semble qu'à chacune des applications envisagées cor
responde une efficacité maximale pour un type précis de
chitine ou de chitosane. Par exemple, la chitine déacétylée
à 70 % stimule mieux les macrophages que la chitine 30 % ou
100 % déacétylée (Nishimura et al., 1984). Autre exemple :
l'ingestion de chitosane de faible poids moléculaire, i.e.
possédant un degré de polymérisation (d.p.) réduit présente
moins de risques d'augmenter la viscosité intestinale tout
en conservant la même capacité hypocholestérolémiante qu'un
chitosane de d.p. élevé. Le chitosane de d.p. réduit semble
donc le meilleur choix dans ce cas (Sugano et al., 1988).
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De plus en plus, cette tendance s'accentue et le besoin
d'accéder à un éventail de chitine/chitosane de d.p. et de
taux d'acétylation variables se fait sentir aux niveaux de
la recherche et de l'industrie. La démarche de valorisa
tion de la chitine entreprise dans ce projet consiste à
mettre au point un système permettant la production de
chitine/chitosane dont les caractéristiques de d.p. et
d'acétylation seraient ajustables sur demande, de façon
reproductible, et à des coûts compétitifs.
Selon la stratégie envisagée, la chitine serait d'abord
traitée par des procédés thermo-mécano-chimiques en milieu
basique, pour ainsi provoquer une déacétylation. Pour sa
tisfaire à la polyvalence souhaitée, cette méthode doit
s'avérer contrôlable et permettre d'obtenir des produits
plus ou moins déacétylés. Une hydrolyse enzymatique serait
ensuite effectuée afin de réduire le d.p. du produit.
L'utilisation d'enzymes plutôt que de réactifs chimiques
devrait permettre un contrôle fin de l'hydrolyse tout en
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FIGURE 3 z S'bra'tégie de 'brans forma'tlon de la chlbine.
(O) résidus glucosamine
(•) résidus N-acétyl-glucosamine
1.6 DEACETYLATION DE LA CHITINE
L'obtention de chitosane à partir de chitine consiste à
cliver les liens amides des groupements acétamides de la
chitine, ce qui fournit un produit N-déacétylé. Ces liens
sont remarquablement stables et résistent à la plupart des
réactifs, ce qui explique peut-être qu'une seule méthode
soit utilisée pour la production de chitosane. En effet,
seules des conditions alcalines à très hautes températures
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OU pendant des périodes prolongées provoquent une N-déacéty-
lation de la chitine assez efficace pour produire du chito-
sane. Toutes les industries utilisent donc des technologies
dérivées de la méthode décrite par Horton et Lineback
(Horton et Lineback, 1965) et selon laquelle la chitine est
traitée dans une solution de NaOH 40 % pendant 6 heures à
115°C et en excluant l'air. Le chitosane résultant est en
viron 82 % N-déacétylé, mais l'obtention d'un chitosane com
plètement déacétylé est possible en traitant une seconde
fois le produit, cette fois en NaOH 50 % (Fenton et
Eveleigh, 1981). À l'heure actuelle, la seule alternative
décrite et utilisant des hautes températures consiste à
fusionner la chitine avec des pastilles de KOH à 180°C et
implique des manipulations plus difficiles à adapter pour
l'industrie (Horton et Lineback, 1965).
1.7 HYDROLYSE ENZYMATIOUE DE LA CHITINE
L'hydrolyse complète de la chitine en N—acétyl—gluco—
samine nécessite l'action de plusieurs enzymes formant ce
qu'on appelle un système chitinolytique (Jeuniaux, 1966).
Au moins 2 enzymes sont impliquées : une chitinase, qui
libère surtout des dimères de N-acétyl-glucosamine
(N-N diacétyl-chitobiose) et des oligomères du même résidu
ainsi qu'une petite quantité de N-acétyl-glucosamine, puis
une chitobiase, qui hydrolyse les dimères, trimères et té-
tramères en monomères. De plus, il semble que chez Vibrio,
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une perméase soit aussi impliquée (Soto-Gil et Zyskind^
1984) (Wortman et al., 1986) (FIGURE 4).
Chitine cristalline
Chitine solubilisée









Induction Synthèse des chitinases
Action d'un système chitinolytique bactérien typique.
(•) : résidu N-acétyl-glucosamine
(?) • protéine dont l'existence est supposée
mais non prouvée
17
Plusieurs études ont démontré que l'activité chitino-
lytique est largement répandue. Parmi les microorganismes,
des chitinases sont produites, entre autres, par les Chromo-
bactéries, Klebsiella, Pseudomonas, Clostridium, Vibrio,
Bacillus (Clarke et Tracey, 1956), et surtout les
Streptomycetes (Reynolds, 1954), mais aussi par des moisis
sures, des champignons (Jeuniaux, 1966) et certaines levures
(Correa et al., 1982). Dans le règne animal, quelques pro
tozoaires synthétisent des chitinases, de même que le sys
tème digestif de plusieurs nématodes, mollusques et arthro
podes. Chez les vertébrés, des chitinases sont synthétisées
et sécrétées par le pancréas et la muqueuse gastrique de
poissons, d'amphibiens et de reptiles insectivores, et aussi
par la muqueuse gastrique de quelques oiseaux et mammifères
insectivores (Jeuniaux, 1961). Les chitinases sont aussi
présentes dans une grande variété de plantes, allant du blé
(Molano et al., 1979) au chêne (Wargo, 1975), en passant par
les pois, les tomates, les haricots et le tabac (Mauch et
al., 1984) (Pegg et Young, 1982) (Boller et al., 1983)
(Legrand et al., 1987). Leur synthèse semble induite par
l'éthylène (Boller et al., 1983) et des agents pathogènes
comme TMV ("Tobacco mosaic virus") (Legrand et al., 1987),
ce qui suggère que les chitinases jouent un rôle dans les
mécanismes de protection des plantes contre les agents pa
thogènes .
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Du point de vue commercial, les microorganismes repré
sentent la source la plus accessible de chitinases. Monreal
et Reese, en 1969, ont comparé l'activité chitinolytique de
plusieurs microorganismes et parmi ceux-ci, Serratia
marcescens QMB1466 s'est révélée comme étant la souche pro
duisant le plus de chitinase (Monreal et Reese, 1969). Le
groupe de Carroad est arrivé aux mêmes conclusions (Carroad
et Tom, 1978) et a utilisé les chitinases produites par
Serratia afin de récupérer les carapaces de crevettes par un
processus de bioconversion de type SCP (Casio et al., 1982).
Cependant, les chitinases disponibles commercialement sont
coûteuses et leur activité spécifique est loin d'être cons
tante, ce qui a stimulé les recherches de génétique molé
culaire afin de créer des souches qui surexpriment des chi
tinases recombinantes.
Ainsi, des souches mutantes de Serratia marcescens pos
sédant une activité chitinolytique de 3 à 4 fois supérieure
aux souches sauvages ont été créées par mutagénèse (Reid et
Ogrydziak, 1981) (Kole et Altosaar, 1985). Les chitinases
de Serratia marcescens ont été clonées dans E. coli par deux
groupes différents (Horwitz et al., 1984) (Jones et al.,
1986), ainsi que celles de Vibrio harveyi, de Vibrio
vulnificus (Soto-Gil et Zyskind, 1984) (Wortman et al.,
1986) et de Streptomyces plicatus (Rabbins et al., 1988).
Les mécanismes de contrôle de l'expression sont présentement
étudiés, ainsi que les types de sous-clonage permettant une
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surexpression des gènes. Parallèlement, le potentiel com
mercial de sources non—microbiennes de chitinases a été
certaines semblent prometteuses, par exemple le
jus gastrique et le chyme intestinal de poulet, les graines
de soja et les vesses-de-loup (Zikakis et Castle, 1988) .
1-8 SPÉCIFICITÉ DES CHITINASES
Les chitinases pourront donc, à court terme, être uti
lisées de façon rentable pour dépolymériser la chitine.
Cependant, selon la stratégie envisagée, non seulement la
chitine mais aussi le chitosane et tous les produits de
degré d'acétylation intermédiaire subiraient éventuellement
une hydrolyse enzymatique. Qu'en est-il de l'activité des
chitinases sur ces différents substrats? Jusqu'à récemment,
des résultats dispersés indiquaient que les chitinases iso
lées de diverses sources démontrent une activité faible ou
nulle envers le chitosane (Monaghan et al., 1973) (Tracey,
1955) (Berger et Reynolds, 1958). En 1988, une étude analy
sant la vitesse initiale des chitinases avec des substrats
50 à 90 % déacétylés démontre que pour les chitinases in
clues dans l'étude, cette vitesse diminue parrallèlement au
taux d'acétylation. Ainsi, avec un substrat environ 10 %
acétylé, les chitinases montrent une hydrolyse 10 à 20 fois
plus lente qu'avec celui 55 % acétylé (Ohtakara et al.,
1988). Cette étude ne permet pas de comparer l'activité des
chitinases envers la chitine à celle observée envers le
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chitosane mais cependant, il demeure évident que l'utilisa
tion de chitosanases serait plus indiquée lors de la dépoly
mérisation de substrats déacétylés.
1.9 HYDROLYSE ENZYMATIOUE DU CHITOSANE
L'existence d'une activité chitosanase fut mise en évi
dence simultanément par Ruiz-Herrera et Ramirez-Leon (Ruiz-
Herrera et Ramirez-Leon^ 1972) et par l'équipe de Eveleigh
(Monaghan et al., 1973) qui vérifia la capacité de lyser les
parois de Rhizopus (à haute teneur en chitosane) chez diffé
rents microorganismes. Parmi les souches investiguées, il
s'est avéré que Bacillus sp. S6E, Streptomyces sp. No. 6 et
Pénicillium islandicum QM7571 sécrètent des enzymes qui
hydrolysent le chitosane et non la chitine.
Les chitosanes de Streptomyces sp. No. 6 (Price et
Stork, 1975), Myxobacter AL-1 (Hedges et Wolfe, 1974),
Bacillus R-4 (Tominaga et Tsujisaka, 1975), Pénicillium
islandicum (Fenton et Eveleigh, 1981), Bacillus circulans
(Davis et Eveleigh, 1984), Streptomyces griseus (Ohtakara et
al., 1984) et Bacillus sp. 7-M (Uchida et Ohtakara, 1988),
ont été depuis purifiées et caractérisées. Chez tous ces
organismes, un seul type d'activité envers le chitosane a
été isolé et toutes les chitosanases caractérisées semblent
hydrolyser le chitosane de façon endoglycolytique en produi
sant des oligomères de glucosamine (FIGURE 5) . Aucune
"exochitosanase" ou "chitosanebiase" n'a encore été mise en
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évidence. Cependant, il semble qu'on puisse classifier les
chitosanases connues en 2 groupes selon leur spécificité :
celles qui hydrolysent le chitosane seulement et celles qui
hydrolysent le chitosane ou le carboxyméthyl-cellulose (CMC)







FIGURE 5 : Action des chitosanases sur le chitosane.
(O) ' résidu glucosamine
Aucun gène de chitosanase n'a encore été isolé ou modi
fié et la surexpression de chitosanase n'est donc pas réa
lisable dans l'immédiat, ce qui n'empêche pas l'existence,
au Japon, d'un brevet concernant la dépolymérisation enzy-
matique du chitosane (Izume et al., 1988). La chitosanase
isolée de Bacillus sp. No. 7-M y est utilisée afin de pro
duire des oligomères de D-glucosamine. L'hydrolyse acide
envisagée initialement par ces chercheurs produit aussi des
oligomères de D-glucosamine mais de grandes quantités de
monomères sont obtenues simultanément (Horowitz et al.,
1957) alors qu'une incubation prolongée avec la chitosanase
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produit un mélange d*oligomères (du dimère au pentamère)
sans aucun monomère (Izume et Ohtakara, 1987).
1.10 SPÉCIFICITÉ DES CHITOSANASES
De même que pour les chitinases, l'utilisation prévue
des chitosanases exige un minimum de connaissances de leur
mode d'action et spécificité. Malgré le fait que l'inacti
vité des chitosanases vis-à-vis la chitine soit bien éta
blie, une seule étude a été effectuée avec des substrats
présentant des taux d'acétylation variables. Celle-ci indi
que que pour la chitosanase de Pénicillium islandicum l'ac
tivité est maximale avec des chitosanes de 30 à 67 % acé-
tylés (Fenton et Eveleigh, 1981). Étant donné que l'on
observe des variations importantes dans les taux d'acétyla
tion du chitosane naturel, il est possible que plusieurs
chitosanases présentant des spécificités différentes soient
mises en évidence.
1.11 OBJECTIFS ET STRATÉGIES DU PROJET
La valorisation de la chitine considérée ici implique la
production de polymères "à la carte" à partir de la chi
tine. Concrètement, les 3 objectifs suivants résument le
projet :
i) mettre en évidence une méthode de déacétylation qui
permette une alternative aux techniques actuelles;
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ii) isoler une nouvelle souche bactérienne capable d'hy-
drolyser le chitosane, purifier le(les) enzyme(s)
responsable(s) de cette hydrolyse et le(les) caracté
riser;
iii) cloner le(les) gène(s) codant pour cette(ces) chitosa-
nase(s).
Les stratégies mises en oeuvre afin d'atteindre ces
objectifs sont décrites ici :
i) tel que mentionné en 1.5, le potentiel des méthodes
thermo-mécano-chimiques afin de produire du chitosane
a été évalué. Les points suivants ont été considérés
afin de vérifier si cette technologie présente un(des)
avantage(s) sur les procédés en place :
•  est-il possible de déacétyler la chitine par TMC?
•  est-ce que cette technique est suffisamment souple
pour produire des taux d'acétylation de toutes sor
tes?
• y a-t-il une diminution de la quantité de NaOH re
quise (donc un coût de production réduit et un im
pact environnemental moins dramatique)?
• quel est le temps de réaction nécessaire à une déa-
cétylation complète?
• quel est le coût de production?
L'étude de la production de chitosane par TMC a été
rendue possible grâce à la collaboration du Dr. Esteban
Chornet et de son équipe, en particulier Jean-Pierre
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Leiiionier et Jean Bouchard. Ce type de technologie, issu des
procédés theritio-mécaniques mis au point dans 1 ' industrie des
pâtes et papiers, est utilisé surtout en tant que prétraite
ment effectué sur des matériaux lignocellulosiques. Il se
produit alors une hydrolyse partielle des hémicelluloses qui
se solubilisent dans l'eau, créant des pores qui facilitent
l'accessibilité des fibres et permettent une hydrolyse enzy-
matique accrue de la cellulose (Grethlein, 1985). Plus
récemment, l'utilité des prétraitements par TMC a aussi été
démontrée pour le fractionnement des lignocelluloses en
leurs différents constituants (Overend et Chornet, 1987).
Chimiquement, la réaction de déacétylation de la chi
tine est également un type d'hydrolyse, ce qui a permis de
supposer que les procédés de TMC pouvaient être appliqués
afin de produire du chitosane. L'efficacité des essais de
TMC a été évaluée en déterminant le taux d ' acétylation des
produits par ^^C-RMN solide et analyse élémentaire.
ii) Étant donné que le nombre de chitosanases caractéri
sées est encore relativement faible, de nouvelles
souches bactériennes hydrolysant le chitosane ont été
recherchées. Les souches productrices de chitosanase
ont été sélectionnées selon leur capacité à produire
une zone claire sur pétri lorsque le milieu contient
du chitosane précipité. Les enzymes responsables de
cette hydrolyse ont été purifiées par chromatographie
sur colonne et leurs propriétés de Km, Vmax, pH opti-
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mum et thermostabilité ont été déterminées par des
études d•enzymologie classiques. Leurs produits fi
naux et leur activité sur des substrats possédant des
taux d•acétylation intermédiaires ont aussi été carac
térisés.
iii) L® clonage a été effectué à partir de l'ADN génomique
des bactéries chitosanolytiques digéré partiellement.
Le vecteur pBR-322 a été choisi et l'hôte de transfor
mation, E. coli, semble approprié puisqu'il permet
l'expression de protéines recombinantes issues de
multiples souches bactériennes. Les clones ayant
incorporé le gène de la chitosanase ont été sélec
tionnés de deux façons :
• production d'une zone claire sur pétri de milieu
chitosane;
• hybridation in situ avec une sonde oligomérique
dont la séquence a été déterminée à partir de la
portion N-terminale de l'enzyme.
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II MATÉRIEL ET MÉTHODES
II. 1 PURIFICATION ET CARACTÉRISATION DES CHITOSANASES
II.1.1 SÉLECTION DE BACTÉRIES CAPABLES D'HYDROLYSER LE
CHITOSANE
La sélection de bactéries chitosanolytiques a été effec
tuée à partir d'une pastille de compostage ainsi que de
divers échantillons de sol prélevés autour du CHUS. Les
microorganismes non-bactériens en ont été éliminés par une
culture initiale en milieu liquide (0,5 % extrait de levure,
0,5 % acides aminés, 0,1 % glucose, 0,1 M NaCl, 10 mM KCl,
10 mM NaHjPO^, 0,8 mM MgSO^, 0,4 mM CaCl2) additionné de
propionate de sodium à 0,025 % et de nystatine à 30 U/ml.
L'incubation de six heures (37°C, forte agitation) a été
suivie d'une centrifugation à basse vitesse (environ 100 g).
Les culots de terre ont été mis de côté puis les surnageants
soumis à une seconde centrifugation, plus rapide (environ
1 000 g). Les culots de cellules ont été lavés puis resus
pendus avec un tampon salin, et les dilutions choisies de
chacun des échantillons ont été étalées sur 2 milieux diffé
rents : premièrement, milieu complet (milieu liquide décrit
plus haut et contenant de l'agar 1,5 %) ; deuxièmement, mi
lieu sélectif (0,2 % K2HPO4, 0,1 % KH2PO4, 0,07 % MgS04.7H20,
0,05 % Nacl, 0,05 % KCl, 0,01 % CaCl2, 0,05 % extrait de
levure, 0,15 % chitosane précipité, 2,0 % agar) (Davis et
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Eveloigh, 1984). Après 24 à 60 heures d'incubation (37°C),
les bactéries hétérotrophes totales ont été comptées (co
lonies sur milieu riche) ainsi que les bactéries hydrolysant
le chitosane (colonies produisant un halo clair sur milieu
sélectif). Ces dernières ont ensuite été purifiées en al
ternant des croissances en milieu liquide complet et des
sélections sur pétris de milieu sélectif. Les bactéries
chitosanolytiques ont finalement été identifiées à
1•Institut Armand-Frappier.
11.1.2 INDUCTION DE L'ACTIVITÉ CHITOSANASE EN MILIEU SÉ
LECTIF
Les études d'induction en milieu sélectif ont été effec
tuées de la façon suivante. Une préculture de 18 heures en
milieu riche était diluée (1 ml dans 250 ml) avec du milieu
sélectif liquide (Chapitre II - section 1.1) contenant ici
du chitosane en flocons à une concentration de 1,0 %. Tout
au long des expériences de 8 jours (37°C) une forte agita
tion était maintenue. Des aliquotes étaient prélevées sté
rilement à intervalles réguliers et l'activité chitosanase y
était vérifiée dans le milieu d'induction ainsi que dans
l'extrait cellulaire soniqué.
11.1.3 INDUCTION BIPHASIOUE DE L'ACTIVITÉ CHITOSANASE
Pour ce type d'induction, 2 1 de milieu riche étaient
inoculés avec 20 ml de préculture puis les bactéries étaient
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amplifiées 24 heures sous forte agitation. La culture était
ensuite centrifugée (10 000 g, 4°C, 30 minutes) puis resus
pendue stérilement dans 250 ml de milieu inducteur ne
contenant pas d'extrait de levure. La culture concentrée
était induite pendant 48 heures en agitant vigoureusement.
Des alicots étaient prélevés à intervalles réguliers et
l'activité chitosanase y était dosée dans le milieu ainsi
que dans les extraits cellulaires sonigués. Ce type d'expé
rience a été effectué à 37°C et 28°C.
II.1.4 DOSAGE DE L'ACTIVITÉ CHIT0S2^ASE
L'activité chitosanolytique a été déterminée de la façon
suivante. Chaque essai contenait 500 /il de tampon acétate
(100 mM, pH 5,6), 300 /il d'une solution de chitosane 1 %
(ANNEXE I) , 10 à 50 mU d'enzyme et le volume d'eau néces
saire pour compléter le volume à 1,5 ml. Après 30 minutes
d'incubation à 37°C, la réaction était arrêtée par l'ajout
de 35 /il de NaOH IN et une incubation de 10 minutes sur la
glace, ce qui provoque la précipitation du chitosane non-
hydrolysé. Ce dernier était ensuite éliminé par centrifuga-
tion, et les sucres réducteurs solubles étaient dosés par la
technique de Nelson-Somogyi (Spiro, 1966) (ANNEXE II) . Une
unité d'enzyme est définie comme la quantité de protéines
nécessaire pour libérer 1 /imole équivalente de D-glucosamine
en 1 minute à 37°C.
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II.1.5 PURIFICATION DES CHITOSANASES
Trois fractions actives ont été purifiées à partir d'un
litre de culture de B. megaterium ayant subi une induction
de type biphasique. Le protocole utilisé débute par une
centrifugation (11 000 g, 40 minutes, 4°C) permettant d'éli
miner les bactéries. Des solutions d'EDTA et de PMSF
étaient ensuite ajoutées à l'extrait brut jusqu'à des con
centrations finales respectives de 10 mM et 1 mM. Deux
précipitations successives au sulfate d'ammonium étaient
effectuées et la fraction précipitant entre 50 % et 90 % de
saturation en sulfate d'ammonium était récupérée par centri
fugation (24 000 g, 35 minutes, 4°C). Le culot était resus
pendu dans environ 30 ml de Tp A concentré 10 X (Tampon A
IX: 10 mM KHjPO^, 2 mM EDTA, 0,1 mM PMSF, pH 7,3) puis su
bissait une dialyse extensive contre du tampon A IX. Les
protéines étaient alors diluées jusqu'à une concentration de
0,5 mg/ml puis séparées par chromatographie sur colonne
échangeuse de cations (Mono-S, FPLC, Pharmacia) préalable
ment équilibrée avec le tampon A IX et éluée avec un gra
dient de KCl 0 à 0,5 M. À ce stade, 2 fractions contenaient
une activité chitosanolytique : la fraction non-retenue
ainsi qu'un pic d'activité majeure éluant entre 0,05 et 0,08
M KCl. Cette dernière fraction était concentrée à l'aide de
Sephadex G-25 (Saul et Don, 1984) et appliquée sur une co
lonne de type tamis moléculaire (Superose 12, FPLC,
Pharmacia) équilibrée et éluée avec un tampon 100 mM phos-
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phate, 50 mM KCl, pH 6,8. La fraction active représente la
chitosanase A purifiée et a pu être conservée jusqu'à 6 mois
à -20°C en 50 % glycérol sans perte d'activité.
L'activité résiduelle de la fraction non-retenue sur
Mono-S était purifiée plus avant par un second passage sur
l'échangeuse de cation (Mono-S) cette fois-ci équilibrée
avec le tampon B (20 mM sodium acétate, pH 4,5) et éluée
avec un gradient de 0 à 0,5 M NaCl. Deux pics d'activité
chitosanase étaient alors obtenus. La première fraction
active était éluée entre 0,1 et 0,13 M NaCl et la seconde
entre 0,18 et 0,21 M. Ces 2 fractions étaient ensuite con
centrées en utilisant du Sephadex G-25 et appliquées séparé
ment sur Superose-12, dans les mêmes conditions que la chi
tosanase A. Dans chaque cas, un pic d'activité était récu
péré et appelé respectivement chitosanase B et chitosanase
C. Ces 2 fractions étaient également conservées à -20°C en
50 % glycérol.
Un schéma de purification est présenté à la FIGURE 6. À
noter qu'à l'exclusion des chromatographies, toutes les éta











23 000 g, 45 min.
Culot
24 000 g, 35 min.
Surnageant
Mono S
10 mM PO4 pH 7,3
gradient 0 à 0,5 M KCl
Fraction non-retenue Pic 2: 0,05-0,06 M KCl
Superose 12
► Chitosanase A
0,75 à 1,0 mg
Mono S
20mM Acétate pH 4,5
gradient 0 k 1,0 M NaCl
Pic 1: 0,10-0,13 M NaCl
Superose 12
Chitosanase B
0,5 à 1,5 mg
Pic 4: 0,18-0,21 M NaCl
Superose 12
-► Chitosanase C
0,8 à 1,0 mg
FIGURE 6 : Schéma de purification des 3 fractions chitosanolytiques,
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11.1.6 DOSAGE DE PROTÉINES ET ÉLECTROPHORÈSE
Les protéines ont été dosées en utilisant le réactif BCA
de PiERCE Chemical Co. .
La pureté des différentes fractions a été évaluée par
migration sur gel SDS-polyacrylamide 12,5 % suivie d'une
coloration au bleu de Coomassie R-250.
11.1.7 ÉTUDE DU TYPE D'ACTIVITÉ DES CHITOSANASES
A. B ET C
La spécificité des 3 enzymes a été vérifiée par des
digestions effectuées avec différents substrats : chitosane,
chitine, carboxyméthyl-cellulose, Avicell ou mannane. Les
essais menés avec la chitosanase A (1,5 ml chacun) ont été
conduits avec 1,0 mg de substrat et 0,1 ng à 1,0 /xg d'enzyme
dans les conditions habituelles (22°C, tampon acétate) pour
une durée d'une heure (substrat chitosane) ou de 3 heures
(tout autre substrat). Les digestions utilisant les chito-
sanases B ou C ont été réalisées à 37°C, avec respectivement
6,0 jLtg et 21 iig d'enzyme et 3,0 mg de substrat par essai de
1,5 ml, pour une durée de 30 minutes.
Les digestions étaient arrêtées par l'ajout de NaOH,
refroidies à 4°C et les sucres réducteurs libérés étaient
dosés par la technique de Nelson-Somogyi en utilisant les
standards appropriés (ANNEXE II).
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La possibilité que les enzymes isolées possèdent une
activité de type lysozymale a été vérifiée de la façon sui
vante. À 2,6 ml de tampon MOPS 100 mM, pH 6,35, étaient
ajoutés 50 /il d'une suspension de Microccocus luteus 1 %
ainsi que 1,0 /xg à 20 /xg d'enzyme. La turbidité était en
suite mesurée à 600 nm pendant 5 à 10 minutes.
II.1.8 ÉTUDE DES PRODUITS FINAUX
Pour cette analyse, le chitosane a d'abord été hydro-
lysé de façon extensive par chacune des 3 enzymes. Ainsi,
3,0 mg de chitosane ont été traités 48 heures à 37°C avec
1,0 /xg d'enzyme A (i.e. un excès de 10 X), 15 /xg d'enzyme B
ou 50 /xg d'enzyme C, après quoi un alicot de 500 /xl était
prélevé de chaque milieu de réaction. Une seconde quantité
d'enzyme était ajoutée aux essais et ceux-ci étaient incubés
de nouveau 40 heures. Les réactions étaient arrêtées par
l'ajout de NaOH, les essais refroidis et centrifugés et les
surnageants conservés à 4°C.
Les sucres libérés par ces digestions ont été analysés
par chromatographie descendante sur papier Whatman 3 MM en
utilisant un mélange butanol-pyridine-H20 (60 : 40 : 30)
comme phase mobile. Une fois la migration achevée et la
chromatographie séchée, les sucres étaient révélés par la
procédure Elson-Morgan (Chaplin, 1986) modifiée tel que
décrit en ANNEXE III.
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II.1.9 Cl^RACTÉRISATION ENZYMATIOUE DE LA CHITOSANASE A
Les essais de vélocité ont été effectués dans les mêmes
conditions que les dosages d'activité (tampon acétate 33 mM
final) avec l'ajout au milieu réactionnel de BSA 6,6 jug/ml
et à une température de 22°C. Le volvime initial des essais
était de 10 ml, duquel des aliquotes étaient prélevées à
intervalles réguliers. La chitosanolyse dans ces aliquotes
était arrêtée immédiatement avec du NaOH et une incubation à
4°C, puis les sucres réducteurs libérés étaient dosés.
Les études de pH optimum ont été effectuées avec 2 tam
pons différents : tampon acétate (33 mM final) pour les
essais compris dans l'intervalle de pHs de 4,0 à 6,0 et
tampon MOPS (33 mM final) pour les essais allant de pH 6,0 à
8,0. Les milieux réactionnels de 1,5 ml contenaient éga
lement une concentration de chitosane de 2 mg/ml et du BSA à
6,6 jug/ml. Les réactions étaient initiées par l'ajout de
0,1 fJLg d'enzyme. Elles étaient arrêtées après une heure
d'incubation à 22°C et les sucres réducteurs étaient dosés
comme mentionné plus haut.
La thermostabilité de la chitosanase A a été étudiée en
pré-incubant 0,1 /xg d'enzyme diluée dans 100 /xl de tampon
acétate (dans certains essais, le milieu de dilution con
tenait aussi du BSA 100 /Ltg/ml) à la température désirée.
Suite à la pré-incubation, dont la durée variait de 5 minu
tes à 24 heures, selon la température étudiée, le mélange
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réactionnel était ajouté à l'enzyme de façon à obtenir des
concentrations finales de substrat, tampon, et enzyme iden
tiques à celles des essais de pH. Ici encore, la réaction
durait 1 heure à 22°C, après quoi les sucres réducteurs
étaient dosés.
Chaque essai de cinétique, effet du pH ou thermo
stabilité a été effectué en triplicata.
II.1.10 DÉTERMINATION DE LA SÉQUENCE N-TERMINALE DES CHITO-
SANASES
Les séquences N-terminales des chitosanases A, B et C
ont été déterminées par le Dr. Claude Lazure (Institut de
Recherches Cliniques). Pour les fins de cette analyse, il
suffisait de dialyser extensivement contre de l'eau des
aliquotes de 500 à 1 000 pmoles de chacune des enzymes pu
res, puis de les lyophiliser.
II.2 PRODUCTION DE CHITOSANE PAR THERMO-MÉCANO-CHIMIE
II.2.1 MERCERISATION
La chitine a parfois été mercerisée préalablement au
traitement TMC. La mercerisation était effectuée juste
avant le traitement TMC de la façon suivante.
La chitine était suspendue, à une concentration finale
de 20 %, dans une solution de NaOH 50 % et une agitation
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douce était maintenue pendant 24 heures. Deux températures
de mercerisation ont été employées : 4 et 20°C. La suspen
sion était ensuite centrifugée (10 000 g, 30 minutes) et la
chitine mercerisée était resuspendue à une concentration
finale de 5 % dans une solution de NaOH 10 %. Elle était
alors prête au traitement TMC.
II.2.2 TRAITEMENT TMC
Les expériences de TMC effectuées avec la chitine ont
été réalisées avec un appareil appelé autoclave à cascade,
dont le schéma est présenté à la FIGURE 7, grâce à l'aide
précieuse de monsieur J.-P. Lemonier. Chaque essai a été
effectué avec 400 g (400 ml) d'une suspension de chitine à
5 %, donc à partir de 20 g de chitine sèche.
La suspension froide était d'abord versée dans le réser
voir (A), puis poussée pneumatiquement à l'aide d'azote dans
l'autoclave (B) préchauffé à une température excédant de 30
à 40°C la température de réaction choisie. La suspension
était ensuite amenée rapidement à la température de réaction
(en 2 à 3 minutes) où elle était maintenue constante 90
secondes avant d'être à nouveau poussée avec de l'azote à
travers un capillaire (C). La différence de pression entre
les deux côtés du capillaire était de 13,8 MPa et d'impor
tantes forces de cisaillement étaient créées par la friction
à l'intérieur du capillaire et la décompression subie à sa
sortie, provoquant une déstructuration de la chitine. Immé-
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diatement après sa sortie du capillaire, la suspension était
recueillie dans le réservoir de récupération (D) et refroi
die.


























FIGURE 7 : Schéma de l'autoclave à cascade utilisé pour les traitements
TMC de la chitine.
A : réservoir d'alimentation - B ; autoclave
C : capillaire - D ; réservoir de récupération
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Les échantillons de chitine traitée par TMC étaient
identifiés en indiquant d'abord la température de mercerisa-
tion : 4,20 ou N pour celles n'ayant pas été mercerisées,
suivie d'un tiret et de la température du traitement TMC.
Ainsi, la chitine 4-210 a été mercerisée à 4° et a subi une
température de 210°C dans l'autoclave.
11.2.3 LAVAGE DE LA CHITINE TRAITÉE
À la suite du traitement TMC, la suspension était cen
trifugée (10 000 g, 10 minutes) et le culot de chitine était
resuspendu avec de l'eau distillée, filtré sur Bûchner et
rincé avec de l'eau distillée jusqu'à l'obtention d'un fil
trat neutre. La chitine traitée était ensuite partielle
ment asséchée et conservée à 4°C. Afin de déterminer le
poids sec des échantillons, une aliquote de chacune des chi
tines était pesée avant et après lyophilisation.
11.2.4 ÉVALUATION DU TAUX D'ACÉTYLATION PAR DIGESTION
ENZYMATIOUE
Les chitines traitées ont d'abord été caractérisées en
évaluant leur potentiel en tant que substrat de la chitosa-
nase A. Cette analyse était effectuée avec les chitines
traitées préalablement homogénéisées ou solubilisées et le
protocole utilisé est décrit ci-dessous. Les chitines
étaient homogénéisées dans de l'eau distillée à l'aide d'un
homogénéisateur manuel et leurs concentrations finales
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étaient ajustées à 1 % (poids sec/volume). Par ailleurs, la
solubilisation des chitines traitées était effectuée dans
une solution d'acide faible (HCl 0,2 N) suivant la méthode
de Fenton et Eveleigh (Fenton et Eveloigh, 1981) (ANNEXE I).
Les résidus insolubles étaient ensuite éliminés par centri-
fugation, lyophilisés et pesés afin de déterminer les taux
de solubilité des chitines ainsi que les quantités de chi
tine solubilisée. Le pH des solutions de chitine était
alors ajusté entre 5,0 et 6,0 par l'ajout de NaOH IN et la
concentration finale de chitine soluble était amenée à 1 %
(poids sec/volume) en complétant le volume avec de l'eau
distillée.
L'homogénat et/ou la solution de chitine subissaient
alors 3 types d'hydrolyse enzymatique :
A : digestion avec les chitinases de S. marcescens',
B : digestion avec la chitosanase A isolée de B. megaterium
spPl ;
C  : digestion avec à la fois les chitinases et la chitosa
nase A.
Le milieu de réaction de 1,5 ml contenait 500 jul de
tampon MES 100 itiM, pH 6,6, 15 /il de EDTA 0,5 M, pH 8,0,
100 /il d'une solution (ou d'un homogénat) de chitine traitée
1 %, 1,5 U des chitinases et/ou 1,0 U de chitosanase A, et
de l'eau pour compléter le volume. Les enzymes étaient
incorporées en 2 temps : la moitié au début de l'hydrolyse
et le reste après un délai de 24 heures. La réaction
41
s'effectuait à 45°C pour un total de 100 heures et elle
était arrêtée par l'addition de 35 fil de NaOH IN et une
incubation de 3 minutes à 100°C, après quoi les tubes
étaient placés sur la glace. Ici aussi, le matériel non
digéré était éliminé par centrifugation et les sucres libé
rés dans le milieu étaient dosés par la méthode de Nelson-
Somogyi. Chaque hydrolyse était effectuée en duplicata.
11.2.5 ÉVALUATION DU TAUX D'ACÉTYLATION PAR FLUORESCENCE
La quantité d'aminés libres, et donc de résidus déacé-
tylés, contenues dans les chitines traitées a été évaluée
par fluorescence en utilisant la fluorescamine (Udenfriend
et al., 1972). Ainsi, 50 fil des hydrolysats de type C
(i.e., ceux résultant des digestions utilisant à la fois les
chitinases et la chitosanase A) étaient dilués dans 950 fil
de KjHPO^ 100 mM, pH 9,2, auxquels étaient ajoutés 500 jil
d'une solution de fluorescamine 0,2 mg/ml dans l'acétone.
La fluorescence était mesurée immédiatement, à 475 nm, à
l'aide d'un fluorimètre Turner 430, en utilisant une lon
gueur d'onde d'excitation de 390 nm.
11.2.6 CARACTÉRISATIONS PHYSIOUES DES CHITINES TRAITÉES
Des analyses ^^C-RMN ont été effectuées sur des échan
tillons choisis de chitine traitée par TMC en utilisant un
appareil Bruker WM-250 à une fréquence de 45,67 MHz. Cer
taines études ont été réalisées avec du chitosane solubilisé
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et d'autres, grâce au "magie angle spinning", avec des
échantillons lyophilisés. La quantité de groupements acé
tate des échantillons a été évaluée en comparant les sur
faces intégrées des signaux dus au carbonyle et/ou au mé-
thyle du groupe acétate avec celui dû au carbone Cl du cycle
glucosidique, 1'assignement des signaux aux différents
atomes de carbone étant effectué d'après les données de la
littérature (Fukamizo et al., 1986). Les mêmes échantillons
ont aussi été soumis à des analyses élémentaires, effectuées
à l'aide d'un Perkin-Elmer 240C.
Ces expériences ont pu être réalisées grâce à la col
laboration de Monsieur Luc Tremblay et du Dr. J. Ripmeester
(analyses RMN) ainsi que du Dr. J. Bouchard (analyse élémen
taire) .
II. 3 CLONAGE DU GÈNE DE LA CHITOSANASE A
II.3.1 PRÉPARATION D'ADN GÉNOMIOUE
L'ADN génomique de haut poids moléculaire a été isolé à
partir des cultures de B. megaterium spPl et de B. lentus
spP6, selon les méthodes décrites par Marmur ou par Saito et
Miura (Marmur, 1961) (Saito et Miura, 1963).
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11.3.2 MANIPULATIONS DE L'ADN
Toutes les techniques courantes de biologie moléculaire
utilisées ont été tirées de 2 ouvrages de référence prin
cipaux : "Molecular Cloning, a laboratory manual" (Sambrook,
Fritsch et Maniatis, 1989) et "Current Protocols in
Molecular Biology" (Ausubel et al., 1987).
Les enzymes de restriction (Pharmacia, Amersham) étaient
utilisées selon les indications fournies par le fabricant.
11.3.3 CONSTRUCTION DES BANQUES DE GÈNES
Des banques de gènes représentatives des génomes de
B. megaterium et de B. lentus ont été construites de la
façon suivante : 200 ng des ADNs génomiques ont d'abord subi
une digestion partielle avec Sau3a dans des conditions ajus
tées afin d'obtenir surtout des fragments dont la taille
variait entre 3 et 7 kb. Suite à des extractions phénol-
CHCI3 et à une précipitation à l'éthanol, les digestions
partielles ont été appliquées sur un gradient préformé de
sucrose 5 à 20 % dans un tampon Tris 20 mM, EDTA 5 mM, NaCl
IM, pH 8,0 et centrifugées 18 heures à 25 500 rpm, 4°C, en
utilisant un rotor SW-27 et une décélération sans freins.
Des fractions de 1,0 à 1,2 ml ont été récoltées par le bas
des tubes, analysées sur gel d'agarose et celles contenant
des fragments de 3 à 7 kb ont été dialysées contre un tampon
TE pH 7,6, précipitées puis resuspendues à des concentra
tions d'environ 100 /Ltg/ml.
44
Les fragments Sau3a préparés ainsi ont été ligués à
l'ADN de pBR-322 préalablement digéré avec BamHI et traité à
la phosphatase alcaline. Les paramètres de ligation étaient
ajustés de façon à obtenir une concentration d'ADN total de
10 /Ltg/ml et un rapport molaire vecteur : insert de 2 ; 1.
Ces ligations ont servi à transformer diverses souches
d'E. coli : cellules hypercompétentes, DH5a ou DHSaMCR
"librairies compétentes" de BRL. Les protocoles de trans
formation du fabricant étaient suivis à la lettre, en utili
sant 50 ng d'ADN ligué pour chaque banque de gènes.
Les cellules transformées ont été sélectionnées sur
pétris en présence d'ampicilline et les banques ont ensuite
été criblées afin de mettre en évidence un ou des clone (s)
ayant incorporé un gène de chitosanase.
Entre-temps, les banques étaient conservées au moyen de
répliques sur nylon (Hybond-N, Amersham) qui étaient ampli
fiées 6 heures à 37°C sur des pétris LB, puis déposées sur
des pétris LB-glycérol (15 %) et conservées ainsi à
-20°C.
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II.3.4 CRIBLAGE PAR L'ACTIVITÉ CHITOSANASE
Les banques de gènes de B. megaterium et B. lentus ont
été investiguées pour la présence d'une activité chitosanase
de la façon suivante. Tout de suite après les transforma
tions, les banques étaient étalées sur des pétris contenant
du chitosane précipité (Chapitre II - section 1.1) et de
1•ampicilline. Les pétris étaient placés à 37°C pendant une
semaine et examinés régulièrement afin de déceler la pré
sence éventuelle d'un halo clair révélateur de l'expression
d'une chitosanase.
Par ailleurs, des répliques des banques de gènes, elles
aussi amplifiées sur pétris chitosane-ampicilline ont subi
une lyse in situ en étalant doucement à la surface du pétri
une solution de guanidine-Triton (guanidine-HCl 2M, Triton
X-100 10 % dans un tampon Tris-HCl 0,1M, pH 7,0) adaptée
d'après la méthode de Hettwer et Wang (Hettwer et Wang,
1988) . Pour un pétri de 22 cm X 22 cm, contenant 200 ml
d'agar, 15 ml de solution de lyse étaient appliqués. Les
pétris étaient ensuite incubés 24 heures à 37°C puis la pré
sence ou l'absence de halos était vérifiée. Un contrôle
préalable effectué avec la chitosanase A purifiée a démontré
qu'après une incubation de 16 heures, à 22°C, dans une solu
tion de guanidine 0,IM-Triton 0,5 % préparée dans le tampon
acétate pH 5,6 + BSA, celle-ci conserve une activité du même
ordre de grandeur qu'après incubation dans le tampon acétate
+ BSA non additionné de guanidine-Triton.
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II.3.5 CRIBLAGE PAR HYBRIDATION IN SITU
Les clones ayant incorporé le gène codant la chitosa-
nase A ont été sélectionnés par hybridation in situ en uti
lisant comme sonde un oligonucléotide de 42 bases dont la
séquence fut déduite à partir de la séquence protéique
N-terminale de la chitosanase A, acides aminés 4 à 17 inclu
sivement (FIGURE 8). Ce "guessmer", représentant une des
séquences codantes les plus probables selon la fréquence
connue d'utilisation des codons chez Bacillus (McConnel et
al., 1986) (FIGURE 9), a été produit au laboratoire du Dr.
Pierre Bourgaux, département de microbiologie, CHUS.
10 15
5' A-A-A-G-A-A-A-T-G-A-A-A-C-C-G 3
Lys - Glu - Met - Lys - Pro
T-T-T-C-C-G-C-A-A-C-A-A-G-T-T
Phe - Pro - Gin - Gin - Val
A-A-T-T-A-T-G-C-T-G-G-A
Asn - Tyr - Ala - Gly
FIGORE 8 ; Séquence de la sonde 42mer de la chi-tosanase A
N B E Y N B E Y N B E Y N B E Y
uuu Phc 14S (1.43 0.74 0.78) ueu Scr 83 (1J3 1.40 2.61) UAU Tyr 138 (1.38 0.80 0.67) UGU Gys 19 (0.88 0.86 1.72)
uuc 58 (0.57 1.26 1.22) uee 56 (0.83 1.60 1.44) UAG 62 (0.62 1.20 1.33) UGG 24 (1.12 1.14 0.28)
UUA Leu 115 (1.59 0.40 1.13) UGA 82 (1.21 0.42 0.67) UAA Icrm 9 (1.80 2.25 2.29) UGA tcrm 5 (1.00 0.52 0.00)
UUG 65 (0.90 0.52 3.28) ueG 48 (0.71 0,69 0.25) UAG 1 (0.20 0.23 0.71) UGG Trp 76 (1.00 1.00 1.00)
CUU Lcu 108 (1.49 0.45 0.45) eeu Pro 64 (1.28 0.47 0.97) GAU HU 90 (1.45 0.75 0.91) GGU Arg 49 (1J2 339 1J4)
eue 33 (0.46 0.45 0.10) eee 27 (0.54 0.28 0.28) GAG 34 (0.55 1.25 1.09) GGG 25 (0.67 2.15 0.16)
euA 36 (0.50 0.11 0.68) eeA 38 (0.76 0.65 2.68) GAA Gin 117 (1.18 0.47 1.75) GGA 30 (0.81 0.19 0.03)
euG 77 (1.06 4.06. 0.36) eee 71 (1.42 2.60 0.07) GAG 82 (0.82 1.53 0.25) GGG 25 (0.67 0.17 0.03)
AUU 11c 174 (1.54 1.07 1.52) AGU Thr 61 (0.72 0.99 1.70) AAU Aan 167 (1.19 0.53 0.64) AGU Scr 53 (0.78 0J5 0.71)
Aue 111 (0.99 1.83 1.32) AGG 43 (0.51 2.06 1.47) AAG 114 (0.81 1.47 1.36) AGG 84 (1T4 1.53 0J2)
AUA 53 (0.47 0.09 0.17) AGA 147 (1.73 0.28 0.57) AAA Lya 256 (1.50 1.52 0.70) AGA Arg 64 (1.72 0.06 4.16)
AUG Met 126 (1.00 1.00 1.00) AGG 89 (1.05 0.67 0.26) AAG 85 (0.50 0.48 1.30) AGG 30 (0.81 0.04 0J9)
GUU Val 95 (1.18 1.45 1.94) GGU AU 127 (1.19 1.02 2.19) GAU Asp 182 (1.30 0.91 1.11) GGU Gly 87 (0.89 1.92 3.22)
Gue 62 (0.77 0.58 1.33) GGG 81 (0.76 0.85 1.19) GAG 98 (0.70 1.09 0.89) GGG 105 (1.08 1J8 0.41)
GUA 81 (1.00 0.88 0.30) GGA 127 (1.19 0.88 0.52) GAA Glu 227 (1.32 1.45 1.67) GGA 139 (1.43 0.19 0.18)
GUG 85 (1.05 1.09 0.44) GGG 91 (0.85 1.24 0.09) GAG 118 (0 68 0 55 0.33) GGG 59 (0.61 0.31 0.18)
FIGURE 9 : Fréquence d'utilisation des différents codons chez
Bacillus, tirée de McConnell et al., 1986.
N  ; nombre d'usages chez Bacillus; entre parenthèses,
fréquence relative des codons synonymes chez Bacillus
(B), E. coll (E) et S. cerevlslae (Y)
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L'oligonucléotide, après avoir été purifié sur gel
d'acrylamide, était marqué radioactivement à l'aide
d'a-^^P-dATP (Amersham, 10 fiCi/nl, 6 000 Ci/mmol, en solu
tion aqueuse) incorporé lors de la formation d'une queue
polyadénylée en 3' (kit "3' End Tailing", NEN) . La sonde
marquée était ensuite purifiée et les nucléotides non-
incorporés éliminés par un passage sur colonne NEN-SORB
effectué suivant les directives du fabricant (NEN). L'acti
vité spécifique obtenue dans ces conditions variait de 0,8 à
2,0 X 10^ cpm/jng d'ADN.
Les conditions d'hybridation ont été déterminées par des
expériences préliminaires en "Dot-Blot", de façon à obtenir
un signal positif avec l'ADN isolé de B. megaterium et néga
tif avec celui d'E. coli.
Des répliques sur nylon de la librairie de B. megaterium
étaient déposées sur des pétris LB + ampicilline, colonies
vers le haut, puis un duplicata y était superposé. Les
colonies étaient amplifiées à 37°C, 6 heures, puis les
"sandwichs" étaient transférés sur milieu LB + chloram-
phénicol et incubés 16 heures à 37°C. Les cellules étaient
alors lysées simultanément à la dénaturation de l'ADN en
déposant les "sandwichs" sur des papiers 3 MM préalablement
saturés avec les solutions requises : 7 minutes sur solution
de dénaturation, 3 minutes sur solution de neutralisation, 3
minutes additionnelles sur une solution de neutralisation
fraîche et 6 minutes sur 2 X SSC. Les duplicatas étaient
alors séparés et séchés, puis les membranes de nylon étaient
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illuminées 4 minutes sous U.V., lavées en 2 X SSC à 37°C, 15
minutes, puis séchées à nouveau.
Les membranes étaient ensuite immergées dans le cock
tail d'hybridation (composition finale : 6X SSC, 5X
Denhardt, 0,5 % SDS, 0,1 % Na^PPi, 100 /xg/ml ADN de sperme
de saumon) et pré-hybridées à 65°C pour un minimum de 3 heu
res, à la suite de quoi la sonde marquée était ajoutée à
raison de 2,0 à 4,0 ng/ml de cocktail. L'hybridation
s'effectuait à une température réduite à 50°C, avec agita
tion, durant 16 heures puis les membranes de nylon étaient
retirées du cocktail et lavées avec du 6X SSC 4 fois 15
minutes à température de la pièce puis 2 fois 15 minutes à
50°C. Les signaux positifs étaient ensuite révélés en ex
posant des films KODAK X-OMAT RP-XRPl aux membranes à -70°C.
Les clones positifs ont été purifiés en superposant les
films, orientés convenablement, aux pétris de la banque de
gènes de B. megaterium. Les colonies situées vis-à-vis les
signaux positifs étaient prélevées, amplifiées quelques
heures en milieu liquide puis étalées de façon à obtenir
environ 50 à 200 colonies par pétri.
Des hybridations In situ étaient effectuées sur ces
colonies partiellement purifiées et 2 ou 3 colonies produi
sant un signal positif étaient repiquées, amplifiées et
étalées pour effectuer une troisième hybridation. Les clo
nes dont toutes les colonies produisent un signal positif
sont considérés comme étant purs.
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II.3.6 CONFIRMATION DE L'IDENTITÉ DES CLONES
Afin de vérifier si les clones isolés contiennent véri
tablement le gène de la chitosanase A, un second oligonu-
cléotide a été conçu. Ce second "guessmer" comporte 26
bases et sa séquence a été déterminée en utilisant les co
dons les plus fréquemment utilisés chez Bacillus (FIGURE 9)
(McConnell et al., 1986) pour les acides aminés 19 à 27 (in
clusivement) de la séquence N—terminale de la chitosanase A
(FIGURE 10) . À noter qu'aux positions dont la dégéné
rescence paraissait plus élevée, l'inosine a été utilisée
plutôt qu'un des 4 nucléotides habituels. L'oligonu-
cléotide, obtenu du laboratoire du Dr. Bourgaux, a été puri
fié et marqué au de la même façon que le 42mer (Chapitre
II - section 3.5).
1 5 10 15
5' A-T-T-A-A-A-C-C-G-A-A-T-A-A-T 3'
Ile - Lys - Pro - Asn - Asn
G-T-I-A-C-A-C-A-I-G-A
Val - Thr - Gin - Glu
FIGURE 10 : Séquence de la sonde 26mer de la chitosanase A.
Avec cette sonde, une température d'hybridation de 39°C
et des lavages finaux effectués à 32°C permettaient une dis
crimination optimale entre l'ADN de B. megaterium et celui
d'E. coli sur Dot-Blot.
L'ADN plasmidique a été isolé à partir des clones posi
tifs ainsi que d'un contrôle négatif, et soumis à une diges-
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tion Hind III. Des dilutions successives de ces digestions
ont été appliquées sur Dot-Blot, de façon à appliquer 50,
20, 5 et 2 ng d'ADN plasmidique digéré par puit. Comme
contrôles d'hybridation, l'ADN génomique de B. megaterium et
de E. coll ont aussi été appliqués. Deux filtres identiques
ont été préparés, l'un deux étant par la suite hybridé avec
la sonde initiale de 42 bases tandis que le second était
hybridé avec celle de 26 bases.
11.3.7 CARACTÊRISATION PRÉLIMINAIRE DES CLONES
Afin d'estimer la longueur des fragments clonés, l'ADN
plasmidique des différents clones a été soumis à une double
digestion (Hind III et Sph I) , après quoi les fragments
obtenus ont été séparés sur gel d'agarose et colorés au
bromure d'éthidium. Une fois photographié, le gel a été
incubé successivement dans du HCl 0,25 M (15 minutes), dans
la solution de dénaturation (60 minutes) et dans la solution
de neutralisation (30 minutes), puis l'ADN a été transféré
par osmose sur une membrane de nylon Hybond avec du 20X SSC,
16 heures. La membrane a ensuite été pré-hybridée puis
hybridée avec 1'oligonucléotide de 42 bases dans les condi
tions décrites au Chapitre II - section 3.5.
11.3.8 NOMENCLATURE DES DIFFÉRENTS CLONES CHITOSANASE
Au moment de leur purification, les clones positifs
potentiels ont été identifiés CO (chitosanase) - xyz où
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1 < x,y,z < 9 représentent la position des colonies préle
vées sur les pétris lors de la i®" (x) , seconde (y) et
troisième (z) hybridation in situ. Les clones CO-000 sont
des contrôles négatifs. Par la suite, les clones hybridant
avec les deux sondes (42mer et 26mer) , leur identité étant
confirmée, ont été rebaptisés COREC (chitosanase recom—




III.1 PURIFICATION ET CARACTÉRISATION DES CHITOSANASES
III.1.1 SÉLECTION DE BACTÉRIES CAPABLES D'HYDROLYSER LE
CHITOSANE
TABLEMJ III
POURCENTAGE DE BACTÉRIES CHITOSANOLYTIQUES
DE QUELQUES ÉCHANTILLONS
COLONIES PRODUISANT UN HALO SUR MILIEU SÉLECTIF/
/ COLONIES SUR MILIEU RICHE X 100)
Échantillon
A- Pilule de compostage
B- Terre prélevée juste au-dessous de la mousse
C- Terre prélevée juste sous des feuilles mortes
D- Terre prélevée près de racines,
15 à 20 cm de profondeur






La proportion de bactéries capables d'hydrolyser le
chitosane diffère grandement selon le type d'échantillon
étudié (TABLEAU III). Ainsi, aucune bactérie chitosanoly-
tique n'a été mise en évidence dans la pilule de compostage
tandis que la flore bactérienne hétérotrophe de la terre
fleurimontoise semble constituée d'une proportion non-négli
geable de bactéries hydrolysant le chitosane. Cependant, la
diversité à l'intérieur de cette microflore chitosanolytique
paraît relativement restreinte puisque, parmi les 8 souches
qui ont été isolées et identifiées, seuls 2 types de bacté
ries étaient représentés : Bacillus iiiGgateriuin, 5 souches
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désignées spPl à spP5, et Bacillus lentus, 3 souches dési
gnées spP6 à spP8.
À noter que ces souches ne semblent posséder aucune
activité chitinolytique, puisque lorsqu'elles sont étalées
sur des pétris de milieu sélectif où la chitine est utilisée
plutôt que le chitosane, aucun halo d'éclaircissement n'est
observé.
III.1.2 INDUCTION EN MILIEU LIQUIDE
Plusieurs expériences d'induction en milieu liquide ont
été réalisées selon le protocole décrit au Chapitre II -
section 1.2. Dans un premier temps, le site de l'activité
chitosanase a été vérifié en comparant l'activité présente
dans le milieu et celle libérée par la sonication des bacté
ries (FIGURE 11). L'activité chitosanase est d'abord repé
rée, après 36 heures d'induction, dans le milieu où elle
augmente ensuite lentement et progressivement. Une activité
chitosanase intracellulaire n'est détectable que 36 heures
plus tard (à 72 heures d'induction) et elle augmente lente
ment pour plafonner à une valeur finale inférieure à celle
de l'activité libérée dans le milieu. Toutes les souches
caractérisées (Bacillus megaterium spP2, P4 et P5) montrent
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FIGURE 11 : Induction de l'activité chitosanase chez B. megaterlum spPl
mesurée dans le milieu ( s ) et dans des extraits cellulaires
( n ) •
La croissance bactérienne est mesurée par la turbidité (D.O.
à 600 nm) (O)•
Les activités chitosanases extracellulaires libérées par
les différentes souches ont aussi été comparées quantita
tivement, afin d'identifier celles produisant le meilleur
rendement. De façon reproductible, les souches
B. megaterlum spPl et B. lentus spP6 démontrèrent une acti
vité chitosanolytique supérieure à celle des autres sou
ches. De plus, puisque les cultures de B. megaterlum crois
sent plus rapidement et dans des conditions moins exigeantes
que B. lentus, la souche B. megaterlum spPl a été choisie
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FIGURE 12 : Induction blphasique de l'activité chitosanase chez B.
megaterlvm spPl mesurée dans le milieu ( A ) et dans des
extraits cellulaires ( ■ ).
La croissance bactérienne est mesurée par la D.O. à 600 nm
( O ).
La production d'activité chitosanase a ensuite été op
timisée en utilisant une induction de type biphasique (Cha
pitre II, section 1.3). La FIGURE 12 illustre un exemple de
ce type d'induction qui offre plusieurs avantages:
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1° meilleur rendement i.e. activité totale supérieure à
l'induction monophasique ; 117,6 U (FIGURE 12) versus
17,3 U (FIGURE 11);
2° obtention d'activité chitosanase plus concentrée, donc
un volume de liquide plus aisé à manipuler lors des
purifications ;
3° rapidité : 72 heures pour une induction biphasique maxi
male (FIGURE 12) versus plus de 192 heures pour une
induction continue (FIGURE 11).
Les capacités d'induction de la chitine, de l'Avicell et
du glucosamine ont également été étudiées et aucun de ces
composés n'induit l'activité chitosanase aussi efficacement
que le chitosane (FIGURE 13) . Un essai utilisant une plus
faible concentration de chitosane a d'ailleurs résulté en un
taux d'activité chitosanase comparable à celui obtenu avec
ces divers produits (-75 mU/ml), taux qu'on retrouve éga
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FIGORE 13 : Activité chitosanase libérée dans le milieu par B.
megaterlum spPl après induction avec différents produits.
a) flocons de chitosane 0,2 % (•) ou 1 % (O)
b) chitine cristalline 1 % ( n )
c) glucosamine-Hcl 0,2 mM (A) ou 2,0 tnM (A)
d) Avicell 1 % ( ♦ )
III.1.3 PURIFICATION DES CHITOSANASES
Ainsi que mentionné plus haut (Chapitre II, section
1.5), 3 fractions actives ont été purifiées à partir du
milieu de culture induit de B. megaterium spPl. Le TABLEAU
IV résume une expérience typique de purification de la chi-
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tosanase A. Au cours de ces purifications, l'activité spé
cifique de l'enzyme est augmentée de 450 à 500 fois, ceci
avec un rendement global de 35 à 40 % et une activité spéci
fique finale variant, selon les préparations, de 150 à 310
U/mg.
TABLEAU TV

















Extrait brut 1 505 469 0,31 - -
Sulfate d'ammo
nium (50-90%) 93,3 322 3,45 69 11
Mono-S pH 7,3
(fraction ,06 -
0,8M Kcl) 1,70 278 164 59 528
Superose, pic
actif 1,05 163 155 35 499
* tel que mesuré à 37 C, 30 minutes.
Étant donné que le dosage employé pour mesurer l'acti
vité chitosanase ne distingue pas les différentes enzymes,
il est impossible d'évaluer l'activité initiale des enzymes
B et C et par voie de conséquence d'en tracer un résumé de
purification complet. De façon générale, l'on peut toute
fois noter que l'activité résiduelle non-retenue par la
Mono-S à pH 7,3 ne représentait que 1 à 2 % de l'activité
totale appliquée sur la colonne et qu'environ 0,5 à 1,5 mg
de chacun des enzymes B et C étaient obtenus par litre de
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induit. Les tracés d'élution des chromatographies
effectuées lors de la purification des chitosanases A, B et




















FIGURE 14 : Graphes d'élution des chromatographies effectuées lors de la
purification des ctitosanases A, B et C*
1- Hono-S pH 7,3, 2- Mono-S pH 4,5, 3- Superose des chito-
sanes A, B et C. Les fractions actives envers le chitosane
sont indiquées par des pois.
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III.1.4 CARACTÉRISATION DES CHITOSANASES
L'électrophorèse sur gel SDS-polyacrylamide a également
permis d'évaluer la masse moléculaire des enzymes isolées.
Ainsi, la chitosanase A migre avec une vitesse correspondant
à une masse moléculaire de 43 kDa, la chitosanase B à 39,5
kDa et la chitosanase C à 22 kDa (FIGURE 15) . Cependant,
ces résultats diffèrent des masses moléculaires apparentes
estimées à partir du volume d'élution de la chromatographie
de type tamis moléculaire (Superose) et qui sont toutes con
sidérablement inférieures : 23, 13 et 5.5 kDa pour les chi-
tosanases A, B et C, respectivement.
Des essais d'hydrolyse envers différents substrats ont
permis de comparer la spécificité des 3 chitosanases
(TABLEAU V) . La chitosanase A possède, et de loin, l'acti
vité spécifique la plus élevée envers le chitosane ainsi que
la plus grande spécificité envers ce substrat puisque son
activité envers le CMC ne représente que 0,4 % de celle
envers le chitosane. Par contre, la chitosanase B démontre
des activités comparables envers la chitine et le chitosane
mais de moindres importances envers les polysaccharides non-
aminés : CMC, Avicell, mannane. Quant à la chitosanase C,
elle hydrolyse avec la même efficacité, d'ailleurs relative
ment faible, presque tous les substrats testés exception
faite du mannane. Étant donné la faible spécificité des
enzymes B et C, la possibilité d'avoir isolé des enzymes
lysozymales a été envisagée. Cependant, mises en présence
du substrat du lysozyme, une suspension de M. luteus, aucune
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des 3 chitosanases de B. mogaterlum ne démontre d'activité
significative.
TABLEAU V
SPÉCIFICITÉ DES CHITOSANASES A, B ET C
ISOLÉES DE B. megaterlum spPl




Chitosane 148,2 1,64 ,20 337
Chitine ,09 ,92 ,24 1,3
CMC ,64 ,37 ,21 5,2
Avicell ,01 ,28 ,15 1,3
Mannane — — N.D.
N.D. = non déterminé
La comparaison, d'une part, des différents types d'ac
tivité mis en évidence dans 1'extrait brut après induction
avec, d'autre part, les spécificités des 3 chitosanases
isolées suggère que :
1. les 3 enzymes sont récupérées avec une efficacité sem
blable (40 à 50 %); et
2. elles ne montrent pas d'effet coopératif.
L'approche qui a été utilisée afin de comprendre le mode
d'action des chitosanases est l'étude des produits formés
suite à l'hydrolyse extensive du chitosane. La chromatogra-
phie sur papier de la FIGURE 16 révèle que la digestion du
chitosane par chacune des 3 enzymes résulte dans le même
patron de produits oligomériques, à cette nuance près que la
chitosanase A semble libérer une plus grande quantité du
produit de plus faible poids moléculaire. Les "spots" ré-
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sultant des hydrolyses, bien qu'ils ne correspondent à aucun
des standards utilisés, sont vraisemblablement attribuables
à des dimères, trimères et autres oligomères de glucosamine.
À noter qu'aucune trace du monomère de glucosamine n'est
détectable dans les produits d'hydrolyse.
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III.1.5 CARACTÉRISATION ENZYMATIOUE DE LA CHITOSANASE A
Les études de cinétique de la chitosanase A, effectuées
selon le protocole indiqué au Chapitre II, section 1.9, sont
résumées par le graphique de Lineweaver-Burke de la FIGURE
17. La linéarité observée aux faibles concentrations de
substrat est rompue à des concentrations de chitosane supé
rieures à 0,6 mg/ml. À partir de cette limite, la vitesse
initiale de réaction diminue lorsque la concentration du
substrat augmente, comportement caractéristique d'une réac
tion inhibée par le substrat. L'extrapolation à partir des
valeurs obtenues à faible concentration de chitosane permet
tout de même d'estimer les valeurs de Km et Vmax de la chi
tosanase A, évaluées respectivement à 0,82 mg/ml et 286,3
U/mg, des valeurs variant quelque peu selon le lot de chito










FIGURE 17 ; Etude cinétique de la chitosanase A, représentation de
LINEWEAVER-BURKE.
Toutefois, une analyse attentive des données brutes
utilisées pour le calcul des vitesses initiales laisse sup
poser qu'au moins une partie de l'inhibition observée n'est
qu'artéfactuelle. En effet, les courbes représentées à la
FIGURE 18 permettent de visualiser un décalage entre 1'ini
tiation de la réaction et l'obtention d'une relation li
néaire. De plus, l'importance de ce décalage augmente avec
la concentration de substrat, et négliger d'en tenir compte
résulte en des vitesses initiales dont la valeur est sous-
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estimée et ce de façon particulièrement importante aux con





























Courbes de vitesses de réaction initiales de la chitosanase
A.
Les concentrations de substrat représentées ici sont 0,2
mg/ml ( • ), 0,4 mg/ml (A), 0,8 mg/ml ( n ), 2,0 mg/ml ( t ),
et 4,0 mg/ml ( ♦ ).
20,5 mU/ml de chitosanase ont été utilisés exception faite
de l'essai à 0,2 mg/ml chitosane où 6,8 mU/ml ont été utili
sés.
L'encadré présente les résultats de temps de réaction plus
longs pour les concentrations 0,8 et 2,0 mg/ml.
60
La FIGURE 19 illustre l'effet du pH sur l'activité de la
chitosanase A. L'enzyme démontre une activité constante
dans l'intervalle de pH 4,5 à 6,5, mais diminuant de façon
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dramatique à pH 7,0. Il semble important de rappeler que le
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FIGURE 19 : Effet du pH sur l'activité de la chitosanase A.
Deux tampons différents ont dû être utilisés : Tp. acétate
( O ) et Tp. MOPS ( • ).
L'effet de la température sur l'activité de la chito
sanase A a également été vérifié. Tel que le représente la
FIGURE 20, l'activité maximale de la chitosanase A est ob
servée à 50°C, température à laquelle l'hydrolyse du chito
sane est environ 3 fois plus rapide qu'à 30°C. Cependant,
les études de thermostabilité indiquent que la chitosanase A
est relativement instable et qu'elle perd 50 % de son ac
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FIGURE 20 : Effet de la température sur l'activité de la chitosanase A,
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FIGURE 21 : Thermostabillbê de la chibosanase A.
Les températures de pré-incubation représentées sont de 4°C
( • ), 15°C (A), 23°C ( □ ), 31°C ( O ) dans l'encadré,
40°C (O) et 50°C (T).
Dans une tentative de stabilisation de la chitosanase A,
il fut démontré que l'ajout de BSA dans le milieu de pré
incubation (Chapitre JJ, section 1.9) améliore grandement la
stabilité de l'enzyme lorsqu'elle est exposée à des tempéra
tures allant jusqu'à 55°C. Au-delà de ce seuil, l'enzyme
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FIGURE 22 : Stabilisation de la chitosanase A par la présence de BSA
Les températures de pré-incubation représentées sont de 4°C
( O). 21"C (
(♦ ).
) 35°C ( ), 45°C ( A ), 55°C ( ), et 60 C
III.1.6 SÉQUENCES N-TERMINALES DES CHITOSANASES
Le docteur Lazure a déterminé la séquence protéique des
36, 20 et 25 résidus N-terminaux des chitosanases A, B et C.
La FIGURE 23 indique les séquences consensus obtenues pour
chacune des 3 enzymes.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Chitosanase A
(3)
(V G A) K E M K P F P
Q Q V N Y A G V I K
p n n v t q e s l n
A  K K T S Y
Chitosanase B
(2)
A (X) N L G S K L L V
F
g y n l n s d n g e
Chitosanase C
(1)
(X) G Y N E S P A S R
S Y L (X) K Q G V N V
N  (X) G P I
FIGURE 23 : Séqpiences N-terminales des chliiosanases A, B et C.
Les résidus en parenthèses ne sont pas identifiés avec cer
titude.
Les chiffres en parenthèses indiquent le nombre d'expérien
ces effectuées.
III.2 PRODUCTION DE CHITOSANE PAR PROCÉDÉS TMC
III.2.1 EXPÉRIENCES PRELIMINAIRES
Deux séries d'expériences préliminaires effectuées sur
la chitine avec l'autoclave à cascade (Chapitre section
2.2) sont résumées au TABLEAU VI. À l'intérieur de chaque
série, l'impact d'un ou plusieurs paramètres expérimentaux
sur le taux d'acétylation des chitines traitées est évalué
en soumettant une suspension du produit obtenu à 3 types
d'hydrolyse enzymatique. Ainsi, A représente la digestion
par les chitinases de S. laarcescens, B représente la diges-
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tion par la chitosanase A, et C, la digestion par les chiti-




EFFECTUÉES SUR LA CHITINE P2Ui TMC




N-170a 1:00 - NaOH 1% 5 25
N-170b 2 X 1:00 - NaOH 1% 2 4
N-170C 3:00 2,63 NaOH 1% 2 24
N-180 1:00 2, 60 NaOH 1% 2 2
N-190 1:00 - NaOH 1% 2 9
N-200a 1: 00 3,21 NaOH 1% 1 14
N-210a 1:00 3,51 NaOH 1% — —
N-200b 2:00 3,40 NaOH 5% 3 28




N-200d 2:00 3,46 NaOH 10% 9 30
N-210b 2:00 3,74 NaOH 10% 12 28
N-220 2:00 4,04 NaOH 10% 16 45
4-200 2:00 3,48 NaOH 10% 35 47
Chitosane
standard 104 86
Il importe de noter que l'analyse de la digestibilité
des chitines traitées est réalisée en comparant les résul
tats des 3 hydrolyses entre elles et en considérant que
l'hydrolyse C représente une digestion complète à 100 %. De
cette façon, la digestibilité par la chitosanase est cal-
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culée comme suit : jitg de sucres réducteurs dosés après di
gestion B/ng de sucres réducteurs dosés après digestion C X
100. Cette méthode d'analyse a été préférée à la compa
raison des taux de digestion (par ex. : /xg de sucres réduc
teurs dosés après digestion B/fig de substrat dans la diges
tion B X 100) en raison des modes d'action différents des
enzymes utilisées. En effet, les chitinases hydrolysent
complètement la chitine en ses monomères tandis que la chi-
tosanase A semble dégrader le chitosane en oligomères de
glucosamine. La FIGURE 24 représente un schéma des 3 types
d'hydrolyse (A, B et C) sur différents substrats ainsi que
les taux de digestion (entre parenthèses) et de diges-
tibilité estimés et illustre un exemple où les taux de di
gestion par la chitosanase sont identiques malgré les taux
d'acétylation différents du chitosane et de la chitine trai
tée. Par ailleurs, l'action de la chitosanase a aussi été
évaluée par son effet coopératif dans les hydrolyses C : (jig
de sucres réducteurs dosés après digestion C - /xg de sucres
réducteurs dosés après digestion A/^ug de sucres réducteurs





















(25%) 40% (35%) 60% (60%) 100%
Chitine
traitée
(35%) 50% (35%) 50%
,  ?
(75%) 100%
FIGURE 24 : Représentation schématique de l'action des chitinases et de
la chitosanase A, seules ou combinées, sur différents types
de substrats.
Les estimés des taux de digestion résultants sont indiqués
(entre parenthèses) ainsi que ceux des digestibilités.
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Dans la Série I. les essais N-170a, N-170b et N-170c,
ont permis de vérifier que des passages successifs ou des
temps de résidence plus longs dans l'autoclave n'augmentent
pas la susceptibilité des échantillons à la chitosanase et
donc, ne semblent pas influencer le taux d'acétylation.
D'autre part, la comparaison de la digestibilité et de la
coopérativité par la chitosanase entre les échantillons
N-170a, N-180, N-190, N-200a et N-210a n'a pas établi de
relation directe entre la température du traitement et le
taux d'acétylation du produit.
Par contre, les milieux de réaction différents employés
avec les échantillons N-200a, N-200b, N-200c et N-200d ont
démontré que :
1° un milieu acide ne semble pas indiqué pour déacétyler la
chitine et,
2° la susceptibilité à la chitosanase et donc la déacé-
tylation produite augmente avec la concentration de
NaOH, la limite testée (10 % NaOH) correspondant à la
concentration maximale de soude que 1'autoclave à cas
cade peut supporter.
L'effet de la température de traitement fut vérifié de
nouveau, cette fois en utilisant un milieu de réaction de
NaOH 10 %, avec les échantillons N-200d, N-210b et N-220
(Série II) et il s'est avéré que dans ces conditions, un
traitement plus sévère provoque une hausse détectable de la
déacétylation de la chitine.
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Cependant, les températures testées se rapprochent des
limites de l'appareil et bien que l'on puisse affirmer avec
certitude avoir provoqué une déacétylation de la chitine,
les produits obtenus sont encore loin de présenter la même
susceptibilité à la chitosanase A que le chitosane commer
cial. Toutefois, la comparaison des échantillons N-200d et
4-200 a permis de considérer la transformation chitine -»
chitosane par TMC comme étant réalisable. La seule diffé
rence entre ces 2 essais est une mercerisation de 24 heures
effectuée sur l'échantillon 4-200 préalablement au passage
dans l'autoclave, mais ce pré-traitement semble susciter une
déacétylation plus efficace. En effet, la digestibilité et
la coopérativité de la chitosanase sur l'échantillon 4-200
sont supérieures à celles de tous les échantillons précé
dents, y compris N-220.
III.2.2 TRANSFORMATION CHITINE -» CHITOSANE PAR TMC ET ANA
LYSE BIOCHIMIQUE DES PRODUITS
Une dernière série d'essais fut réalisée avec l'auto
clave à cascade en utilisant un milieu de réaction de NaOH
10 % et en effectuant des mercerisations préalables à 4 ou
20°C. Les résultats des analyses biochimiques des produits
obtenus sont résumés à la FIGURE 25.
Puisque la chitine est insoluble en milieu aqueux et que
le chitosane peut être mis en solution dans des milieux
faiblement acides, la solubilité des échantillons en
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HCl 0,2N fut mesurée (ANNEXE I et Chapitre II, section 2.4}
afin de donner un indice de leur taux d n acétylation. Deux
tendances peuvent être tirées de ces données (FIGURE 25, a):
1. les échantillons ayant subi une mercerisation à 4°C sont
plus solubles que ceux ayant été mercerisés à 20°C, et
2. à l'intérieur de chaque groupe de mercerisation, la
solubilité augmente avec la température du traitement
TMC.
Les tests de solubilité ont aussi permis de dis
criminer, parmi les échantillons, ceux dont les hydrolyses
enzymatiques seraient effectuées sous leur forme solubili
sée. En effet, l'activité de la chitosanase A étant réduite
de façon importante lorsque le chitosane n'est pas solubi
lisé, les hydrolyses enzymatiques furent effectuées, autant
que possible, avec des échantillons solubilisés. Ce fut le
cas uniquement avec les échantillons 4-220 et 4-230, dont
les solubilités dépassent 60 %. Tous les autres échan
tillons furent analysés sous la forme d'une suspension homo
généisée, ceci afin d'éviter l'utilisation de fractions
solubles qui ne seraient pas représentatives de la composi
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FIGURE 25 Histogrammes représentant les résultats de l'analyse biochi
mique des chitine/chitosane produits par TMC.
a) solubilité en HCl 0,2N
b) digestibilité par les chitinases
c) digestibilité par la chitosanase A
d) action coopérative de la chitosanase A
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La caractérisation des échantillons par les hydrolyses
enzymatigues A, B et C, décrites plus haut, fait elle aussi
ressortir la différence entre les échantillons ayant été
mercerisés à 20°C et ceux mercerisés à 4°C. Ainsi, la di-
gestibilité par les chitinases est plus faible pour le grou
pe d'échantillons ayant été mercerisé à 4°C (FIGURE 25b) qui
inversement, et de façon cohérente, résulte en une plus
grande digestibilité par la chitosanase A (FIGURE 25c). La
température du traitement TMC influence aussi la diges
tibilité des chitines traitées, l'augmentation des tempéra
tures résultant en une diminution de la digestibilité des
échantillons par les chitinases et en une augmentation de
leur digestibilité par la chitosanase A.
Par contre, les taux de digestion observés suite aux
hydrolyses de type C (TABLEAU VII) ne révèlent aucune ten
dance précise qui puisse être corrélée à la température de
traitement ou de mercerisation et varient, selon les sub
strats, de 33 à 63 %. Quant aux dosages par fluorescence
des aminés libres contenues dans ces hydrolysats (Chapitre
II, section 2.5), ils se sont révélés informateurs mais non
quantitatifs. En effet, des contrôles effectués avec des
concentrations croissantes de glucosamine ont démontré que
la réponse de la fluorescence mesurée est non-linéaire et
dépend fortement des dilutions utilisées. Un phénomène de
"quenching" et/ou la faible solubilité du glucosamine et du
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N-acétyl-glucosamine dans l'acétone peuvent être à l'origine
de ces problèmes.
TABLEAU VII
TAUX DE DIGESTION DES ÉCHMITILLONS MERCERISÉS
Échantillon mg sucres réducteurs
libérés par digestion C
%
20-210 550 ± 3 50,4 ± 0,3
20-220 580 ± 7 53,2 ± 0,7
20-230 505 ± 1 46,3 ± 0,4
4-210 367 ± 8 33,6 ± 0,9
4-220 541 ± 18 50 ±2
4-230 504 ± 15 46 ±1
Chitine commerciale 691 ± 23 63 ±2
Chitosane commercial 628 ± 19 58 ±2
De ces analyses biochimiques, il ressort que les
échantillons 4-220 et 4-230 sont ceux dont les propriétés se
rapprochent le plus de celles du chitosane commercial et que
les procédés de type TMC semblent appropriés pour produire
du chitosane à partir de la chitine.
III.2.3 DETERMINATION DU TAUX D'ACÉTYLATION DES
CHITINE/CHITOSANE PRODUITS PAR TMC
Les résultats des analyses élémentaires effectuées sur
les échantillons mercerisés et traités par TMC sont présen
tés au TABLEAU VIII. D'après la définition donnée au
Chapitre I, section 1, les échantillons 4-210, 4-220 et
4-230 sont bel et bien du chitosane puisque leurs composi




ANALYSE ÉLÉMENTAIRE DES CHITINE/CHITOSANE PRODUITS PAR TMC
Échantillon N C H 0  (par diffusion)
(%) (%) (%) (%)
20-210 6,5 44,8 6,5 42,2
20-220 6,8 45,2 6,6 41,4
20-230 6,6 43,9 6,5 43,0
4-210 7,3 44,0 6,6 42,1
4-220 7,2 42,8 6,6 43,4
4-230 7,6 43,4 6,7 42,3
Les études de ^^C-RMN réalisées avec les échantillons 4-
220 et 4-230 solubilisés confirment les résultats des ana
lyses élémentaires et attribuent des taux d'acétylation de
43 % à l'échantillon 4-22 0 et de moins de 2 % à l'échan
tillon 4-230 (TABLEAU IX) . À titre de comparaison, le chi-
tosane commercial se révèle acétylé à 18,5 % lorsqu'il est
analysé par cette méthode. Les échantillons 4-220 et 4-230
ont aussi été caractérisés par ^^C-RMN sous forme solide
(FIGURE 26) , et les résultats obtenus reproduisent ceux des
échantillons solubilisés (TABLEAU IX), ce qui établi que le




TADX D'ACÉTYLATION DES CHITINE/CHITOSANE
PRODUITS PAR TMC DÉTERMINÉS PAR ^^C-RMN
% DE RÉSIDUS ACÉTYLÉS
Échantillon Échantillons Échantillons
solubilisés en poudre
Chitine commerciale _ 94
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FIGURE 26
13
Spectres C-RMN CP/MAS des échantillons 4-230 (a) , 4-220
(b) et de chitine commerciale (c).
Les assignations des pics aux différents atomes de carbone
d'un résidu N-acétyl-glucosamine sont indiqués en c.
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III.2.4 DEGRÉ DE POLYMÉRISATION DU CHITOSi^NE PRODUIT PAR
TMC
Lors des essais de solubilité effectués avec les chi
tines mercerisées et traitées par TMC, il fut observé que
les échantillons 4-220 et 4-230 solubilisés sont moins vis
queux, et de façon remarquable, que le chitosane commercial
à même concentration, ce qui laisse supposer que les traite
ments produisent une dépolymérisation simultanément à la
déacétylation de la chitine.
Cependant, les sucres réducteurs libérés dans le milieu
de réaction (dosés par Nelson-Somogyi) ne comptent que pour
0,6 % (4-220) et 0,8 % (4-230) de la masse de chitine trai
tée. L'analyse de ces sucres solubilisés, par chromatogra-
phie sur papier, indique aussi que ce sont des oligomères
dont le degré de polymérisation est relativement élevé (>4).
Ces 3 faits combinés révèlent qu'il y a bel et bien
dépolymérisation de la chitine lors des traitements TMC,
mais que le phénomène est limité. En effet, la situation
demeure loin de l'hydrolyse complète des liens osidiques qui
résulterait en la solubilisation complète de la chitine lors






(Chapitre JJ, section 3.3) (TABLEAU X) . Les premières ban
ques, réalisées avec les cellules hypercompétentes, ont été
criblées sur des pétris de milieu sélectif chitosane où des
recombinants démontrant l'expression d'une activité chitosa-
nase par un halo clair étaient recherchés. Cette méthode de
criblage n'a pas permis de mettre en évidence un clone posi
tif parmi les recombinants de B. megaterium spPl ou de B.
lentus spP6 et ce, même après que les colonies aient subi
une lyse in situ.
TABLEAU X































Les banques de gènes suivantes furent donc criblées par
des hybridations in situ en utilisant la sonde 42mer illus
trée à la FIGURE 8 et dont la séquence a été élaborée pour
reconnaître le gène de la chitosanase A de E. megaterium
spPl. Ce criblage a révélé 4 colonies produisant des si
gnaux positifs sur les 2 duplicatas parmi les recombinants
de la seconde banque, et 6 parmi ceux de la troisième. Les
4  clones positifs produits avec DHSaMCR furent isolés
(FIGURE 30). Parmi eux, 2 se sont avérés des faux positifs
(CO-3 et CO-4) et les 2 autres ont été purifiés jusqu'à
homogénéité après 2 cycles hybridation-repiquage. Ces
clones sont appelés CO-172 et CO-232 puisqu'ils sont recon
nus par la sonde de la chitosanase A (CO) et sont issus des





FIGURE 30 : Autoradiogranune résultant de l'hybridation In situ de la
banque de gènes #2 avec la sonde 42mer de la chitosanase A.
Les "spots" présents sur les 2 duplicatas et le nom des
clones correspondants y sont indiqués (CO-1 à CO-4), ainsi
qu'un contrôle négatif (CO-0).
III.3.3 CONFIRMATION DE L'IDENTITÉ DES CLONES CO-172 ET
CO-232
L'ADN plasmidique des recombinants CO-172 et CO-232 a
été isolé et hybridé avec 2 sondes différentes lors d'expé
riences de type "Dot-Blot". La FIGURE 31 a) présente l'au
toradiogramme résultant de l'hybridation avec le "guessmer"
de 42 bases (FIGURE 8), celui-là même utilisé lors du cri
blage des banques de gènes, alors que 1'autoradiogramme de
la FIGURE 31 b) résulte de l'hybridation avec le second
"guessmer" de 26 bases (FIGURE 10) . Les 2 oligonucléotides,
conçus pour reconnaître 2 séquences codantes différentes de
la région N-terminale de la chitosanase A de B. megaterium
spPl, hybrident avec l'ADN plasmidique de CO-172 et CO-232
et non avec celui d'un clone négatif servant de contrôle et
ce, dans des conditions identiques à celles permettant de
discriminer l'ADN de B. megaterium et celui de E. coli
(FIGURE 31). Puisque les 2 sondes n'ont aucune séquence
commune, cette "double reconnaissance" réduit pratiquement à
0 les probabilités d'avoir cloné un autre gène que celui de
la chitosanase A.

seules; il en découle que chacune de ces enzymes ne clive
les plasmides recombinants qu'une seule fois, au site connu
dans la séquence de pBR-322, et donc qu'elles n'ont aucun
site dans 1'insert. La taille des fragments obtenus permet
ainsi de déduire la longueur des inserts (longueur du plas-
mide recombinant - longueur de pBR-322). Quant aux doubles
digestions Sph I + Hind III, elles devraient alors résulter
en 2 fragments, le premier (3 826 pb) contenant uniquement
des séquences du vecteur et le second, contenant 1'insert
plus 536 bases provenant de pBR (FIGURE 32).






3 826 pb 536+X pb
FIGORE 32 1 Schéma de quelques sites de restriction de pCOREC-172 et
pCOREC-232.
»  'î ADN plasmidique
■■■■: ADN de B. megaterlum
SC : site de clonage
H  ; Hind III
S  : Sph I

et qui correspondent en moyenne à 3,21 kb pour pCOREC-172 et
2,58 kb pour pCOREC-232.
TABLEAU XI








tion Fragments Insert Fragments Insert
Sph I 7 507 3 145 6 879 2 517
Hind III 7 385 3 023 6 885 2 523
Sph I +
Hind III 4 006 3 470 4 046 + 3 232
!
2 696
(3 212) (2 579)
Afin de vérifier ces déductions, des digestions sem
blables ont été répétées et le gel, représenté à la FIGURE
34 a), a ensuite subi un buvardage de type Southern en uti
lisant comme sonde le "guessmer" de 42 bases. Ici, toute
fois, pCOREC-172 a aussi été digéré avec 3 enzymes : Sph I +
Hind III + Nde I. Les fragments prévus, en supposant que
1'insert ne contienne pas de site Nde I, sont illustrés à la
FIGURE 35 et correspondent exactement aux bandes observées
















FIGURE 35 : Schéma des fragmen-ts produits en digérant pCOREC-172 avec
les enzymes de restriction Sph I (S), Hind III (H) et Nde I
(N).
I  I : ADN plasmidique
ADN de B. megaterlum
SC : site de clonage
L'hybridation avec la sonde spécifique au gène de la
chitosanase A révèle 3 fragments : dans les pistes
pCOREC-172 S + H (2) et S + H + N (3), à 3,9 kb, et dans
la piste pCOREC-232 S+H (4), à 3,2 kb, ce qui confirme




De cette caractérisation rapide, il ressort donc que les
inserts clonés dans pCOREC-172 et pCOREC-232 sont respecti
vement de 3,21 et 2,58 kb et ne contiennent aucun site Sph
I, Hind III ou Nde I (non illustré pour pCO-232).
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IV DISCUSSION
IV. 1 PURIFICATION ET CARACTERISATION DES CHITOSl^ASES
IV.1.1 FLORE BACTÉRIENNE CHITOSANOLYTIOUE
Étant donné la présence dans le sol de champignons dont
les parois contiennent du chitosane, il était plausible d'y
retrouver des organismes chitosanolytigues, supposition gui
avait d'ailleurs été vérifiée par Davis et Eveleigh (Davis
et Eveleigh, 1984) . Il semble bien que la terre de
Fleurimont ne fait pas exception, puisqu'on y retrouve une
flore bactérienne chitosanolytique relativement importante,
formant jusqu'à 5 % de la flore bactérienne hétérotrophe
(TABLEAU III). À noter que cette fréquence maximale a été
relevée dans l'échantillon provenant des rives d'un étang et
qu'elle dépasse de façon importante la fréquence des
bactéries chitosanolytiques dans les échantillons prélevés
dans le sous-bois (0,7, 0,2 et 0%). Ces résultats se
rapprochent de ceux obtenus par Davis et Eveleigh (Davis et
Eveleigh, 1984), qui avaient observé une fréquence de 7,5 %
dans un échantillon de marais salin et de 1,5 % dans un
échantillon prélevé en forêt. il semble donc que les sites
boueux représentent un environnement privilégié pour les
bactéries chitosanolytiques.
104
Par ailleurs, l'identification de quelques-unes des
bactéries isolées a permis de remarquer que la population
chitosanolytique est relativement homogène sur un site
donné. En effet, seuls 2 types de bactéries chitosanolyti-
ques ont été observés dans les prélèvements de Fleurimont :
Bacillus megaterium et Bacillus lentus (ANNEXE TV).
IV.1.2 INDUCTION DE L'ACTIVITÉ CHITOSANASE
Chez les 8 souches chitosanolytiques isolées, l'acti
vité chitosanase se retrouve majoritairement dans le milieu
extracellulaire, ce qui suppose la sécrétion de la (ou des)
enzyme(s) responsable(s) de l'hydrolyse du chitosane. La
libération des enzymes dans le milieu est cohérente avec les
halos clairs produits sur pétri et dont les diamètres sont
supérieurs de plusieurs millimètres aux diamètres des colo
nies. Il semble donc que le chitosane soit dépolymérisé par
des enzymes sécrétées hors des bactéries et non pas qu'il
soit "ingéré" par endocytose puis dégradé à l'intérieur des
bactéries.
Parmi les 8 souches étudiées, B. megaterium spPl et B.
lentus spP6 sont celles qui libèrent le plus d'unités
chitosanases, et comme les conditions de culture de B. mega
terium sont moins exigeantes, elle représente donc la souche
plus rentable pour une éventuelle production commerciale
de chitosanase. L'induction biphasique choisie pour les
travaux décrits ici permet d'obtenir plus d'enzymes et plus
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rapidement qu'une induction monophasique. Par contre, elle
exige plus de manipulations stériles et une culture
prolongée en fermenteur, dans des conditions mieux
contrôlées, serait peut-être préférable du point de vue
industriel.
Pour B. megaterium spPl, seul le chitosane 1 % produit
une induction supérieure à celle observée avec le milieu
minimal seul. Les tests d'induction effectués avec le D-
glucosamine, qui devrait représenter le produit final de la
dépolymérisation du chitosane, résultent en des taux d'acti
vité chitosanase comparables à ceux relevés dans le milieu
minimal. On peut en conclure que
1) le produit final de l'hydrolyse n'induit pas la synthèse
des chitosanases (même à faible concentration) ou que ce
produit final n'est pas le monomère de glucosamine,
2) le glucosamine n'influence pas le taux basai donc qu'il
n'inhibe pas la synthèse de chitosanases, et
3) ce taux basai serait constitutif et non produit unique
ment en période de détresse alimentaire ou alors c'est
que B. megaterium spPl ne métabolise pas le D-glucosa-
mine.
Il semble donc que, soit de façon constitutive, soit
lorsqu'il y a pénurie d'éléments nutritifs, B. megaterium
synthétise un niveau basai de chitosanases ainsi peut-être
que plusieurs autres enzymes métaboliques (pas de chiti-
nases puisque B. megaterium ne produit pas de zone claire
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sur des pétris de chitine). Lorsque le milieu contient du
chitosane, celui-ci est dégradé et produit alors un agent
inducteur, probablement le dimère de glucosamine ou un oli
gomère de faible d.p., qui pénètre dans la bactérie et
provoque une hausse de la synthèse de chitosanases.
Malheureusement, les oligomères de glucosamine ne sont pas
disponibles commercialement et leur rôle d'inducteur n'a
donc pas pu être vérifié.
IV.1.3 PURIFICATION DES CHITOSANASES
Les chitosanases ont été purifiées par des techniques
classiques de précipitation et de chromatographies. L'étape
cruciale lors de la purification de la chitosanase A est
l'échangeuse d'ions, où l'activité spécifique de l'enzyme
est augmentée de 50 fois et ce, avec un rendement de 86 %
qui est probablement sous-estimé puisqu'une partie de
l'activité perdue est celle des chitosanases B et G (TABLEAU
IV} . La chitosanase A est déjà presque pure après la Mono-
S, comme le montre le graphe d'élution de la Superose
(FIGURE 14 c)  où un seul autre pic (mineur) est observé.
De la même façon, les chitosanases B et C se retrouvent dans
les pics majeurs lors de l'élution sur Superose, illustrant
l'efficacité de la Mono-S effectuée précédemment.
. L'étape de filtration sur gel de Superose, bien que
nécessaire à l'obtention d'une préparation homogène sur gel
SDS, semble peu efficace lorsque l'on considère les données
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du tableau de purification où une perte de 40 % de
l'activité totale et une diminution de l'activité spécifique
de la chitosanase A sont remarquées suite à cette étape.
Cependant, des contrôles subséquents tendent à démontrer que
les pertes d'activité sont plutôt dues à l'étape de
concentration sur G-25 nécessaire pour diminuer le volume
d'échantillon préalablement à l'application sur Superose.
Quant à la baisse d'activité spécifique, elle résulte
probablement de l'instabilité de la chitosanase A dans des
milieux aqueux de faible concentration protéique.
Pour ce qui est du problème soulevé en III. 1.3
concernant 1'impossibilité de distinguer les 3 activités
chitosanases lors des dosages, il n'empêche pas le tableau
de purification de la chitosanase A d'être valable et
représentatif de la réalité. En effet, les quantités de
chitosanases B et G purifiées sont similaires à celles de la
chitosanase A et étant donné que les méthodes de
purification employées sont identiques, des rendements du
même ordre doivent avoir été obtenus, ce qui signifie que
l'extrait brut devrait contenir des quantités semblables de
chitosanase A, B et C. Cependant, les études de spécificité
révèlent que les activités spécifiques des chitosanases B et
C  additionnées ne dépassent pas 1 % de celle de la
chitosanase A (à la même température) et donc que l'activité
totale de ces 2 enzymes dans l'extrait brut représente au
maximum 5 U, ce qui ne modifie pas les résultats de façon
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importante. Cette idée qu'environ 1 % de l'activité
chitosanase contenue dans l'extrait brut soit due aux
chitosanases B et G est encore renforcée par l'observation
que la fraction non-retenue sur la Mono-S pH 7,3 et
renfermant les chitosanases B et G représente 1 à 2 % de
l'activité appliquée sur la colonne.
IV.1.4 COMPARAISON DES CHITOSANASES A. B ET G
Dans les travaux publiés précédemment, une seule
activité chitosanase a été isolée de chacune des bactéries
chitosanolytiques étudiées. La mise en évidence de 3
fractions actives chez B. megaterium spPl représente donc
une différence majeure qui impose la caractérisation la plus
complète possible des 3 enzymes.
D'après les électrophorèses sur gel SDS-polyacrylamide
(FIGURE 15) et les études de spécificité effectuées avec les
chitosanases A, B et G (TABLEAU V) , les 3 règles suivantes
peuvent être avancées :
1) Le poids moléculaire de la chitosanase A > celui de la
chitosanase B > celui de la chitosanase G.
2) D'après leur activité spécifique envers le chitosane,
les 3 enzymes peuvent être classées ainsi : A > B > G.
3) D'après leur spécificité envers le chitosane par rapport
à  leur capacité d'hydrolyser différents types de
substrat, là aussi le même ordre apparaît: spécificité
de A > B > G.
109
Leur caractérisation a révélé que les 3 enzymes
hydrolysent le chitosane de façon similaire, libérant des
oligomères et des dimères de glucosamine, ce gui laisse
supposer un mode d'action endoglycolytigue. Toutes les
chitosanases déjà connues et dont le mode d'action a été
étudié dépolymérisent le chitosane de cette façon (Fenton et
Eveleigh, 1981), (Hedges et Wolfe, 1974), (Ohtakara et al.,
1984), (Price et Stork, 1975), (Uchida et Ohtakara, 1988),
en contradiction avec les cellulases ou les chitinases
organisées en systèmes hydrolytigues comprenant 2 ou 3 types
d'activité. Malgré la présence de 3 chitosanases chez B.
megaterium spPl, cette souche ne semble pas posséder
d'activité de type "exochitosanase", même dans les fractions
de faible activité spécifique (B et C) . Quant à une
"chitosanebiase", la possibilité de son existence chez B.
megaterium spPl ne peut pas être exclue puisque
1) la méthode employée pour détecter une activité
chitosanase utilisait du chitosane de haut poids
moléculaire (d.p. élevé) envers lequel une éventuelle
chitosanebiase n'aurait probablement pas démontré
d'activité détectable, et
2) l'activité chitosanase intracellulaire n'a pas été
caractérisée et elle représente peut-être un type
d'activité différent de celle sécrétée.
En plus de la similarité de leur mode d'action, les 3
chitosanases de B. megaterium spPl semblent interagir de
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façon semblable avec la matrice de Superose, résultant en
des masses moléculaires apparentes inférieures à celles
déterminées par électrophorèse. Ces similitudes, ainsi que
la corrélation apparente poids moléculaire supérieur =>
activité chitosanase supérieure => plus grande spécificité
envers le chitosane, évoquent la possibilité que les enzymes
B et C représentent des produits de dégradation de la
chitosanase A. La présence d'inhibiteurs de protéases lors
des purifications et le fait que les 3 enzymes possèdent des
séquences N-terminales différentes diminuent cette
possibilité, sans toutefois l'éliminer. Le clonage devrait
permettre de régler cette question de façon définitive
puisque si les enzymes B et C sont effectivement des
produits de protéolyse de la chitosanase A, les séquences
N-terminales des chitosanases B et C devraient être
retrouvées en déduisant la séquence protéique codée par le
gêne de la chitosanase A. Des buvardages de type Southern
de l'ADN génomique de B. megaterium hybridés avec des oligo-
nucléotides correspondant à chacune des chitosanases
auraient aussi pu confirmer ou infirmer la présence de 3
gênes chitosanases distincts. Cependant, les séquences
protéiques N-terminales déterminées à partir des
chitosanases B et C, étant plus courtes et comprenant plus
d'incertitudes et de résidus hautement dégénérés que celle
de la chitosanase A, ne permettent pas la mise au point de
"guessmers" suffisamment longs pour permettre une
hybridation spécifique aux gênes correspondants. Même
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1'oligonucléotique de 42 bases correspondant à la
chitosanase A n'a pas permis la visualisation de bandes
spécifiques lorsqu'utilisé comme sonde avec des buvardages
de ce type.
En supposant que les chitosanases A, B et C représentent
véritablement 3 enzymes distinctes, quel rôle pourrait être
attribué aux chitosanases B et C? Des enzymes glycolytiques
faiblement spécifiques peuvent représenter un avantage pour
la bactérie qui les possède, puisqu'elle peut ainsi survivre
en métabolisant toutes sortes de polysaccharides. Dans
cette optique, les enzymes B et C représentent peut-être des
enzymes synthétisées par B. megaterium spPl en réponse à un
stress nutritionnel et alors ne seraient pas des
chitosanases au sens strict du terme.
Par ailleurs, dans l'environnement naturel de B.
megaterium spPl (dans le sol), les champignons représentent
une de ses principales sources nutritives. Toutefois, le
chitosane ne représente qu'un faible pourcentage des
polysaccharides de la paroi cellulaire de ces champignons et
ce chitosane naturel possède un taux d'acétylation hautement
variable. Une autre hypothèse envisageable concernant le
rôle des enzymes B et C serait qu'elles sont induites
simultanément à la chitosanase A afin de permettre une
dégradation plus efficace du chitosane naturel et/ou des
polysaccharides qui lui sont associés.
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IV.1.5 SYSTÈME CHITOSANOLYTIOUE?
Les chitosanases A, B et C isolées de B. megaterium spPl
semblent toutes 3 dégrader le chitosane de façon
endoglycolytique, l'existence d'une "exochitosanase" paraît
exclue et celle d'une "chitosanebiase" demeure possible sans
être prouvée. Toutefois, le fait que le D-glucosamine
n'influence pas le taux d'activité chitosanase induite
laisse supposer qu'il n'est peut-être pas le produit final
de la dégradation du chitosane et donc, qu'il n'y a pas de
chitosanebiase chez B. megaterium spPl.
Quelle serait alors la voie de dégradation du chitosane?
L'alternative qui paraît la plus probable est illustrée à la
FIGURE 36. Selon cette hypothèse, une acétylase
transformerait les dimères et oligomères de glucosamine
résultant de l'hydrolyse du chitosane en chitobiose,
chitotriose et autres oligomères de N-acétyl-glucosamine.
Une chitobiase hydroliserait alors ces oligomères en leurs
monomères (N-acétyl-glucosamine) qui suivraient ensuite les
réactions générales du métabolisme bactérien. Il est
cependant difficile de préciser le site où ces différentes
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FIGURE 36 : Schéma des principales -théories mises de 1'avant concernant
les voies de dégradation possibles du chitosane. Les étapes
indiquées en pointillés ne sont qu'hypothétiques.
( O ) ; résidu glucosamine
(  • ) : résidu N-acétyl-glucosamine
À prime abord, le fait que B. megaterium spPl ne
produise pas de halo clair sur pétri de chitine semble
contredire cette hypothèse en suggérant l'absence d'activité
chitinolytique. Cependant, une étude récente a démontré que
chez plusieurs souches de Bacillus, une activité chitobiase
pouvait être démontrée même en absence d'activité
endochitinase {Cody, 1989) .
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IV.1.6 CARACTÉRISATION DE LA CHITOSANASE A ET COMP3UIAISON
AVEC LES CHITOSANASES CONNUES
Pour des raisons pratiques, seule la chitosanase A fut
l'objet d'études enzyiiiologiques. En effet, une
caractérisation complète exige un minimum d'unités d'enzyme
pure ce qui, étant donné la faible activité spécifique des
enzymes B et C, aurait représenté des centaines de litres de
culture à induire. De plus, selon le but ultime de l'étude
des chitosanases (identifier une enzyme utilisable
commercialement), seule la chitosanase A possède un
potentiel suffisant pour justifier une étude poussée.
Le TABLEAU XII présente un résumé des caractéristiques
de la chitosanase A de B. megaterlum spPl et des
chitosanases connues isolées d'autres microorganismes.
Selon la classification généralement employée et qui divise
les chitosanases selon leur spécificité, il est difficile de
placer la chitosanase A de B. megaterlum dans une ou 1 ' autre
catégorie. En effet, celle-ci n'appartient pas au groupe
entièrement spécifique au chitosane (chitosanases isolées de
Pénicillium islandicum, Streptomyces sp6, Bacillus circulans
et Bacillus spR4) (Fenton et Eveleigh, 1981), {Price et
Stork, 1975), (Davis et Eveleigh, 1984) (Tominaga et
Tsujisaka, 1975) ni à celui démontrant des activités du même
ordre envers le chitosane et la CMC (chitosanases isolées de
Streptomyces griseus et Myxobacter sp.) (Ohtakara et al.,
1984), (Hedges et Wolfe, 1974), puisqu'elle possède une
activité détectable mais minime envers la CMC. Cette
situation, similaire à celle rapportée pour la chitosanase
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isolée de Bacillus sp7M {Uchida et Ohtakara^ 1988), peut
signifier qu'il existe en fait 3 familles de chitosanases
possédant des spécificités différentes. Par contre, il faut
traiter avec circonspection les différents résultats
concernant la spécificité des chitosanases, puisque ceux-ci
dépendent fortement de la sensibilité des dosages utilisés
et peuvent laisser supposer une absence d'activité CMCase
alors que celle-ci est présente mais faible et non détectée.
La similarité entre la chitosanase A de B. megaterium
spPl et la chitosanase de Bacillus sp7M (Uchida et Ohtakara,
1988), ne se limite pas à leurs spécificités respectives.
Les masses moléculaires des 2 enzymes sont semblables :
43 kDa pour celle de B. megaterium spPl et 41 kDa pour celle
de Bacillus sp7M d'après les gels SDS tandis que pour
chacune, les estimés sont inférieurs d'après les résultats
des tamis moléculaires: 24 et 30 kDa respectivement. Les
modes d ' action de la chitosanase A de B. megaterium spPl et
de celle de Bacillus sp7M paraissent aussi comparables,
puisque toutes 2 hydrolysent le chitosane en produisant des
oligomères de glucosamine. De plus, les températures
optimales de ces 2 enzymes sont similaires mais par contre
il est difficile de comparer leur thermostabilité car la
chitosanase de Bacillus sp7M n ' a été testée que sur une
période de 15 minutes à 37°C alors que l'enzyme de B.


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En ce qui concerne leurs caractéristiques cinétiques,
les Vmaxs de ces 2 chitosanases sont du même ordre de
grandeur mais le Km de la chitosanase de B. megaterium spPl
est considérablement inférieur à celui de l'enzyme de
Bacillus sp7M, ce qui suggère que la chitosanase A lie le
substrat plus fortement. L'efficacité catalytique, mesurée
par le rapport Vmax/Km, est environ 30 fois plus grande pour
la chitosanase A de B. megaterium spPl que pour celle de
Bacillus spVM. Du point de vue d'une éventuelle utilisation
commerciale, la chitosanase A de B. megaterium semble donc
un meilleur choix que la chitosanase de Bacillus sp7M, alors
que c'est précisément cette dernière qui est utilisée au
Japon pour la dépolymérisation enzymatique du chitosane.
La seconde différence importante entre ces 2
chitosanases se trouve dans leurs profils de pH. Pour la
chitosanase de B. megaterium spPl, l'activité est maximale
tout au long de l'intervalle de pH 4,5 à 6,5, alors que
celle de Bacillus sp7M possède un pic d'activité à pH 6,0.
Cette caractéristique représente un point de plus en faveur
de l'utilisation commerciale de la chitosanase A de B.
megaterium spPl puisque celle-ci est active dans une plus
vaste gamme de pH.
Les différences relevées entre ces 2 enzymes résultent
probablement de la divergence subie par un gène de
chitosanase réparti chez plusieurs souches de Bacillus, du
Canada jusqu'au Japon, l'alternative étant que les 2
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chitosanases soient complètement indépendantes du point de
vue évolutif, leurs similitudes n'étant que le fruit du
hasard. Le clonage des gènes codant ces 2 protéines et la
comparaison de leurs séquences permettra d'élucider ce
point.
L'étude cinétique de la chitosanase A a mis en évidence
une inhibition de 1 'activité à de hautes concentrations de
chitosane, une caractéristique qui a aussi été relevée par
Price & Stork (Price et Storck, 1975) chez la chitosanase de
Streptomyces sp.no.6 et qui semble partagée par la
chitosanase de Pénicillium islandicum (Fenton et Eveleigh,
1981), bien que les auteurs ne se soient pas arrêtés sur ce
fait. Quant aux autres chitosanases étudiées, aucune
mention relative à une inhibition par le chitosane n ' a été
publiée à leur propos, ce qui ne signifie pas pour autant
qu'une telle inhibition ne se produise pas. Il est donc
impossible pour l'heure de vérifier si cette propriété est
généralisée chez toutes les chitosanases.
Par contre, certains des artéfacts dus au dosage utilisé
pour 1'étude de la chitosanase A se retrouvent dans
plusieurs protocoles. Ainsi, les auteurs spécifient parfois
que les échantillons ont été filtrés ou centrifugés avant ou
pendant le dosage des sucres réducteurs, ce qui élimine les
molécules de chitosane qui n'ont pas été suffisamment
dépolymérisées pour être solubilisées (Price et Stork, 1975)
(Uchida & Ohtakara, 1988). De plus, chaque expérience
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utilise un dosage de sucres réducteurs, ce qui d'ailleurs
est la seule approche possible actuellement, sans pouvoir
tenir compte du fait que les oligomères de différents d.p.
ne réagissent pas tous avec la même efficacité et/ou ne
produisent pas des dérivés colorés d'absorbance identique
(ANNEXE Ilb). Ces 2 facteurs contribuent probablement à la
non-linéarité des courbes de vitesse initiale observée avec
la chitosanase A et en partie à 1'inhibition apparente par
le chitosane. Cependant cette inhibition est si marquée que
1 • on peut supposer que la chitosanase A est véritablement
inhibée à de hautes concentrations de chitosane, soit par le
substrat lui-même, soit par un des produits de réaction.
IV.1.7 HYDROLYSE ENZYMATIOUE DE CHITINES-CHITOSANES AYANT
DIFFÉRENTS TAUX D'ACÉTYLATION
L'influence du taux d'acétylation sur l'action de la
chitosanase A a pu être évaluée grâce aux
chitine/chitosane produits avec l'autoclave à cascade et aux
hydrolyses enzymatiques effectuées avec ces substrats.
Comme le montre le TABLEAU XIII, la digestibilité par la
chitosanase A augmente lorsque le taux d'acétylation du
substrat diminue. En ce sens, la chitosanase A est très
différente de la chitosanase isolée de Pénicillium
islandicum dont l'activité est maximale avec des chitosanes
30 à 60 % acétylés (Fenton et Eveleigh, 1981). Par contre,
la comparaison de ces 2 expériences n'est pas si simple
puisque les digestibilités considérées ici sont calculées
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suite à l'hydrolyse maximale du substrat, tandis que
l'activité calculée par Fenton et Eveleigh est plus
représentative de la vitesse initiale de réaction.
Encore une fois, si l'on considère une utilisation
commerciale de la chitosanase A, la question est de savoir
si l'enzyme agit ou non sur des substrats partiellement
acétylés et non de connaître avec quel substrat elle agit le
plus rapidement. La réponse est oui : la chitosanase A est
active sur des chitosanes partiellement acétylés et si elle
l'est moins, c'est probablement que ce type de substrat
possède moins de sites de reconnaissance et/ou de clivage
adéquats, i.e. ayant des résidus non-acétylés.
TABLEAU XIII








Chitine Sigma 94 1 + 1 90 + 5
4-220 43 49 + 3 21 + 2
Chitosane Sigma 19 65 + 8 10 + 1
4-230 <2 87 ± 3 3 ± 1
La situation est inversée lorsque des substrats
partiellement acétylés sont hydrolysés avec les chitinases
de S. marcescens (TABLEAU XIII). Ici, l'efficacité de
l'hydrolyse augmente avec le degré d'acétylation. Encore
une fois, cette efficacité ne doit pas être confondue avec
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la vitesse initiale d'hydrolyse. En effet, pour les
chitinases de S. marcescens, la littérature rapporte des
vitesses d'hydrolyse comparables avec des chitine/chitosane
dont le taux d'acétylation varie de 20 à 45 % (Ohtakara et
al., 1988) alors que leurs digestibilités diffèrent du
simple au double.
L'action combinée de ces 2 types d'enzymes permet
d'hydrolyser tous les types d'acétylation produits par TMC
avec des rendements d'environ 50 %, i.e. jusqu'à ce que les
substrats chitine/chitosane se retrouvent dépolymérisés en
un mélange d'oligomères de faible d.p. composé surtout de
mono, di et trimères (ceci étant donné le mode d'action
endoglycolytique des enzymes utilisées).
IV. 2 PRODUCTION DE CHITOSANE PAR THERMO-MÉCANO-CHIMIE
IV.2.1 IMPORTANCE DE LA MERCERISATION
Les expériences préliminaires effectuées avec
l'autoclave à cascade ont démontré qu'il est possible de
déacétyler la chitine par TMC mais que sans mercerisation,
même dans les conditions utilisant les limites de l'appareil
([NaOH] de 10 % et température de 230°C) , la déacétylation
produite n'est que partielle. La mercerisation préalable de
la chitine est donc nécessaire afin d'obtenir une
déacétylation complète de la chitine avec ce type
d appareil. L'utilisation de matériaux tolérant une plus
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grande concentration de NaOH permettrait peut-être d'éviter
l'étape additionnelle que représente la mercerisation de la
chitine. Cependant, un des buts poursuivis étant de
diminuer la quantité de NaOH utilisée lors de la
déacétylation de la chitine, cette approche serait plutôt
contradictoire. Une seconde alternative serait d'augmenter
la température de réaction maximale de l'autoclave. Par
contre, en procédant de cette façon, toutes les réactions
chimiques seraient facilitées : pas seulement la
déacétylation mais aussi les réactions secondaires
concomitantes telle que la dépolymérisation. Des
conséquences semblables seraient probablement à craindre si
des passages répétés étaient considérés.
Donc, les différents essais effectués avec l'autoclave à
cascade ont démontré que dans des conditions de réaction
identiques, la chitine mercerisée est déacétylée avec plus
d'efficacité que la chitine non-mercerisée. L'hypothèse la
plus plausible pour expliquer cette déacétylation accrue est
que la mercerisation permet une meilleure accessibilité du
NaOH aux groupements acétyles de la chitine. La
mercerisation semble donc provoquer un gonflement de la
poudre de chitine et, par le fait même, un meilleur contact
entre chacune des molécules du polymère et l'environnement
aqueux. Il est important ici de souligner que la chitine
n'est pas solubilisée lors de la mercerisation mais qu'elle
demeure sous forme de billes hydratées.
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La température à laquelle la mercerisation est effectuée
semble influencer l'efficacité du traitement TMC. Ainsi,
pour toutes les températures de passage dans l'autoclave
ayant été testées, la chitine mercerisée à 4°C est mieux
déacétylée que celle mercerisée à 20°C. Puisque des
températures plus élevées augmentent la vitesse des
réactions chimiques, ce type de réaction ne semble pas
impliqué lors de la mercerisation et le phénomène concerne
plutôt des forces de déstructuration. Le fait que la
mercerisation de la chitine fonctionne mieux à 4°C qu'à
20°C appuie donc la thèse du gonflement et on peut conclure
que le NaOH 50 % gonfle mieux la chitine à 4°C qu'à 2 0°C.
Ce résultat est cohérent avec les expériences menées sur la
cellulose. En effet, le gonflement à 9°C paraît être le
plus efficace pour ce polymère (Lapicque et Dellacherie,
1983).
Bien que le gonflement (ou l'hydratation) de la chitine
semble nécessaire à une déacétylation efficace par TMC, il
existe peut-être d'autres moyens que la mercerisation avec
NaOH 50 % pour arriver à ce résultat. Par exemple, des
passages répétés dans l'autoclave à basse température et
concentration de NaOH, ou encore l'emploi d'agents
chaotropiques chimiquement inertes avec une solution de NaOH
moins concentrée, le choix ultime du pré-traitement
dépendant de son efficacité et de ses coûts économiques et
environnementaux.
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IV.2.2 DÉACÉTYLATION DE LA CHITINE PAR TMC
Les expériences effectuées dans ce travail servaient à
vérifier la faisabilité de la transformation chitine
chitosane par des techniques thermo-mécano-chimiques. Cinq
points précis permettant d'évaluer les avantages potentiels
de ces nouveaux procédés ont été soulevés en 1.11 i) et la
plupart ont trouvé réponse. Les voici.
Il fallait d'abord s'assurer de pouvoir déacétyler la
chitine par TMC. Il a été prouvé ici que non seulement il
est possible de déacétyler la chitine, mais aussi que
l'obtention de chitosanes par ce procédé est réalisable
(essais 4-210, 4-220, 4-230) de même que la déacétylation
complète de la chitine (4-230).
Un des objectifs à long terme envisagé afin de valoriser
la chitine est de pouvoir la transformer afin de préparer
des "polymères à la carte" dont le d.p. et le taux
d'acétylation pourraient être sélectionnés sur commande. Il
est donc impérieux que les procédés TMC mis au point
permettent de produire des taux d'acétylation variables. La
ion des échantillons 4—220 et 4—230 a démontré
qu'avec l'autoclave à cascade, le degré d'acétylation du
produit obtenu est grandement influencé par la température
t^^itement. Il est donc possible de produire des
chitines/chitosanes dont les taux d'acétylation
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s'échelonnent de 0 à 100 % et ce, fort probablement, de
façon contrôlée.
Un des problèmes soulevés par les méthodes utilisées
actuellement pour déacétyler la chitine est l'emploi de NaOH
concentré. Les procédés de TMC présenteraient donc un
avantage sérieux si ils permettaient de réduire la quantité
de NaOH nécessaire à la préparation de chitosane. Il est
certain que la concentration de NaOH lors du passage dans
l'autoclave (10 %) représente une réduction importante par
rapport aux techniques courantes (50 %) . Cependant, cet
appareil exige une suspension relativement diluée et la
quantité totale de NaOH/g de chitine transformée n'est peut-
être pas tellement diminuée. La question est difficile à
trancher puisque les volumes de solution alcaline utilisés
dans les procédés industriels ne sont pas connus. De plus,
les procédés de TMC testés ici ne produisent une
déacétylation efficace que lorsque la chitine est
préalablement mercerisée et ce pré-traitement est
actuellement effectué avec une solution de NaOH 50 %. Par
contre, il existe de nombreuses alternatives aux techniques
de pré-traitement de même qu'aux procédés TMC qui ont été
employés dans cette étude et des essais exhaustifs des
différentes méthodes possibles permettront peut-être de
réduire la quantité de NaOH de façon significative. Ce
point ne représente donc pas un avantage immédiat pour les
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procédés de TMC mais il ouvre un champ de travail
prometteur.
Le temps est un autre facteur de production que les
procédés TMC pourraient améliorer. Lors d'une déacétylation
complète (essai 4-230), le temps de réaction dans
l'autoclave à cascade est de 90 secondes. En tout et pour
tout, un essai avec l'autoclave dure 10 minutes maximum
puisque s'ajoutent au temps de réaction les délais dus aux
manipulations des valves pour charger et décharger
l'appareil ainsi que le temps nécessaire au réchauffement de
la suspension de chitine. Il est vrai que la mercerisation
de 24 heures est à considérer. Cependant, celle-ci ne
représente pas un facteur limitant puisqu'elle peut
s'effectuer en quantités bien plus grandes que le traitement
avec l'autoclave. Les essais préliminaires de cette étude
permettent donc de conclure que les procédés de TMC
déacétylent la chitine beaucoup plus rapidement que les
méthodes actuelles nécessitant plusieurs heures de réaction
et le passage à la production de quantités industrielles ne
devrait pas modifier cette conclusion.
La production de chitosane par TMC est donc réalisable
et promet d'être avantageuse. Cependant, avant d'évaluer
les coûts de ce type de production, il faudra attendre que
des études plus complètes soient menées et que les
conditions de la mise à l'échelle industrielle soient mises
au point. Il reste que c'est le facteur économique qui, en
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déterminera si les processus de TMC seront utilisés ou non
pour produire du chitosane à partir de chitine. Un coût de
production réduit permettrait aussi de diminuer le coût du
produit, ce qui ouvrirait de nouveaux marchés pour le
chitosane.
IV.2.3 QUALITÉ DU CHITOSANE PRODUIT
Les procédés de thermo-mécano-chimie ne seraient
d'aucune utilité si les produits obtenus par cette technique
étaient de mauvaise qualité, i.e. contaminés ou modifiés par
des réactions secondaires dues au traitement utilisé. Deux
types de caractérisation permettent de supposer que ce n'est
pas le cas.
D'une part, les analyses RMN ne révèlent aucun pic
autre que ceux attribuables aux atomes de carbone du
chitosane (FIGURE 26), ce qui indique qu'il n'y a pas (ou
alors en quantité infime) de contaminants organiques et/ou
de modifications importantes dans les produits obtenus par
l'autoclave. Différents sels inorganiques peuvent toutefois
se produirent pendant la réaction, sels qui ne seront pas
révélés sur les spectres ^^C-RMN. Cependant, les nombreux
rinçages effectués sur les produits avec l'eau distillée
permettent de les éliminer, ainsi que le NaOH résiduel.
D'autre part, les hydrolyses enzymatiques réalisées avec
les produits obtenus de l'autoclave à cascade permettent
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aussi une évaluation de leur qualité. En effet, l'action
des enzymes serait affectée par des modifications, même
mineures, du substrat. En outre, certains contaminants
pourraient inhiber celles-ci, complètement ou partiellement.
Or les taux de digestibilité observés avec les chitinases et
la chitosanase A varient de façon parfaitement cohérente
selon les taux d • acétylation du substrat (TABLEAU XIII) et
rien n'indique que les enzymes soient affectées par un
substrat modifié ou contaminé. Par contre, un examen des
résultats qui n'aurait considéré que les pourcentages de
digestion se serait heurté à des résultats sans corrélation
particulière avec les taux d'acétylation du substrat
(TABLEAU VII) et aurait pu mener à des conclusions où la
qualité du substrat aurait été mise en doute. Selon
l'analyse privilégiée ici, la variation aléatoire des
pourcentages de digestion obtenus résulte des modes d'action
différents des 2 préparations d'enzymes et de la
distribution des groupements acétylés sur les produits
soumis à l'hydrolyse enzymatique. Si cette hypothèse
s'avère erronée, alors l'observation que les taux de
digestion maximale des produits traités par TMC sont tous
inférieurs aux taux obtenus avec la chitine ou le chitosane
commerciaux (TABLEAU VII) serait significative et
impliquerait une(des) contamination(s) et/ou une(des)
modification(s) mineure(s), puisque non détectable(s) par
C-RMN, mais à laquelle(auxquelles) les enzymes seraient
sensibles.
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La dépolymérisation des chitines traitées représente un
type de modification du produit qui ne peut être détecté ni
par ^^C-RMN ni par les hydrolyses enzymatiques. Or, il
semble bien que les chitines/chitosanes obtenus de
l'autoclave sont partiellement dépolymérisés par le
traitement subi. Ce phénomène peut s•avérer un inconvénient
majeur puisque d'une part, certaines utilisations du
chitosane requièrent un produit de haut poids moléculaire et
que d'autre part, la libération d'oligomères solubles (donc
irrécupérables par filtration) affecte d'autant le rendement
massique de la déacétylation par TMC. Les expériences de
mise à l'échelle devront tenter d'améliorer cette question.
IV.2.4 CARACTÉRISATION DU TAUX D'ACÉTYLATION DES
CHITINES/CHITOSANES
Plusieurs méthodes permettent de mesurer le degré
d'acétylation des chitines/chitosanes, mais aucune d'entre
elles ne paraît "la" technique idéale. Par exemple, la
caractérisation infra-rouge est considérée comme difficile à
analyser et donc susceptible aux erreurs (Muzzarelli et al.,
1980). Par ailleurs, les études de dichroïsme circulaire
paraissent limitées aux produits solubles et ne permettent
donc pas de caractériser les produits hautement acétylés,
qui sont insolubles (Domard, 1987). Quant aux techniques de
titration, elles exigent beaucoup de temps car l'équilibre
de pH ne se forme que très lentement. Il existe bien une
façon d'accélérer ce processus, mais alors il faut exécuter
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plusieurs manipulations préalables sur l'échantillon à
caractériser (Davies et Hayes, 1988) . Pour ce qui est de
l'analyse élémentaire, ses résultats sont interprétés
d'après le contenu en azote des échantillons, le pourcentage
d'azote augmentant lorsque le taux d'acétylation diminue.
Cependant, la perte d'un groupement acétyl ne modifie pas la
masse moléculaire des résidus de façon importante et, par le
fait même, la différence dans le contenu en azote entre des
polymères dont les taux d'acétylation varient est
relativement faible, ce qui rend cette technique imprécise
particulièrement lorsque des contaminants ou des sous-
produits de la réaction de déacétylation sont présents. Les
échantillons 4-210 et 4-220 confirment cette imprécision ;
en effet, leur analyse élémentaire révèle des contenus en
azote respectifs de 7,3 et 7,2 % alors que les hydrolyses
enzymatiques et les températures de traitement de ces
échantillons portent à croire que 4-220 est mieux déacétylé
que 4-210 et donc devrait posséder un contenu en azote plus
élevé.
Quant à la détection de groupements aminés libres par
fluorescence, la tentative utilisant la fluorescamine est
loin d'être encourageante. Peut-être que dans l'avenir
d'autres réactifs convenant mieux à cette application
particulière deviendront disponibles. Cependant, il faudra
tout de même trouver un moyen de solubiliser les
échantillons.
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Par contre, la spectroscopie ^^C-RMN semble rapide et
précise tout en nécessitant un minimum de manipulations. De
plus, elle est applicable aux échantillons insolubles à
condition, bien sûr, que l'équipement sophistiqué nécessaire
soit disponible, ce qui paraît la seule limite de cette
méthode.
La détermination du taux de digestibilité par la
chitosanase A semble pouvoir être utilisée pour estimer le
degré d'acétylation des chitines/chitosanes. En effet,
d'après l'étude sommaire réalisée ici, la digestibilité par
la chitosanase A varie avec le taux d ' acétylation du
substrat selon une relation mathématique simple (FIGURE 37)
dont la calibration devrait permettre d'extrapoler le taux
d'acétylation d'échantillons chitine/chitosane. Une telle
approche (enzymatique) aurait l'avantage d'être applicable
aux échantillons solubles ou en poudre et de ne pas
nécessiter d'appareillage élaboré. Cependant, les
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FIGURE 37 : Variation de la digestibilité par la chitosanase A en
fonction du taux d'acétylation du substrat.
IV. 3 CLONAGE DU GÈNE DE LA CHITOSANASE A
IV.3.1 ÉCHEC DU CRIBLAGE PAR DÉTECTION DE L'ACTIVITÉ
CHITOSANASE
Bien que le criblage par détection de l'activité ait
permis de sélectionner les clones de quelques
glycohydrolases [chitinases (Soto-Gil et Zyskind, 1984),
xylanase (Yang et al., 1988), mannanase (Talhot et Sygusch,
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en préparation)], la réussite d'une telle approche est loin
d'être assurée. En effet, plusieurs conditions doivent être
remplies pour que l'activité désirée soit exprimée :
1) L'insert doit contenir le gène complet de même que
toutes les séquences permettant sa régulation.
2) Ces séquences de régulation doivent être compatibles
avec les facteurs de régulation de l'hôte choisi.
3) Dans le cas d'une protéine sécrétée, le peptide signal
doit être reconnu par la cellule hôte et la protéine
doit pouvoir être sécrétée par cet hôte.
L'activité chitosanase de B. megaterium spPl semble
impliquer au moins 3 protéines distinctes. Si les gènes
codant les chitosanases A, B et G étaient organisés dans un
"opéron chitosanase", celui-ci aurait une taille d'au moins
2  kb., l'ordre relatif des différents gènes et leurs
distances par rapport aux séquences de régulation de
1'opéron étant inconnus. Parmi les chitosanases de B.
ïïiegateriuni, la chitosanase A est la seule dont l'activité
spécifique soit suffisamment élevée pour que son expression
soit détectée in situ. Si les séquences régulant
l'expression de cet opéron hypothétique étaient éloignées du
gène de la chitosanase A, il serait alors difficile de
trouver un recombinant dont 1'insert contienne ces 2 régions
®t le fait qu'aucun recombinant n'ait démontré d'expression
détectable serait alors dû à l'utilisation d'inserts trop
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courts ou à un nombre insuffisant de recombinants
investigués.
Par ailleurs, en supposant que les séquences régulant
l'expression de la chitosanase A soient situées juste en 5'
du gène, seraient-elles fonctionnelles mises "hors
contexte", i.e., dans une souche bactérienne différente? Il
existe des précédents qui permettent d'affirmer que
l'expression de certains gènes de Bacillus est possible dans
E. coli (Bernier et al., 1983) (Potvin et al., 1988).
Cependant, il serait prématuré de conclure qu'il en est de
même de tous les gènes de Bacillus sans exception. Le fait
que la chitosanase A ne soit pas exprimée dans E. coli
serait alors dû à l'absence chez l'hôte de facteurs de
régulation spécifiques à B. megaterium spPl. Ainsi, une des
hypothèses soulevées par les études d'induction de
l'activité chitosanase implique une régulation en 2 temps.
Les séquences et/ou les protéines impliquées dans la
première phase de cette induction étant probablement
absentes chez E. coli, l'activité chitosanase ne pourrait
pas y être exprimée.
De plus, la chitosanase A est normalement sécrétée par
B. megaterium spPl, ce qui représente un autre élément
pouvant nuire à la détection d'une activité chitosanase in
situ. En effet, il se peut que le peptide signal de la
chitosanase A ne soit pas reconnu par le système de
sécrétion de E. coli, auquel cas les chitosanases exprimées
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demeureraient dans le cytoplasme de la bactérie hôte. Même
si le peptide signal était reconnu, la structure de la
chitosanase A ne permettrait peut-être pas que cette enzyme
soit sécrétée de façon efficace chez E. coli, ce qui
provoquerait alors l'accumulation de l'activité chitosanase
dans le périplasme du recombinant. Toutefois, si vraiment
1'activité chitosanase se trouvait bloquée dans le
cytoplasme ou le périplasme d'un recombinant, les
expériences de lyse in situ devraient libérer cette activité
et permettre de détecter le (ou les) clone (s) exprimant la
chitosanase A mais incapable(s) de la sécréter.
Puisqu'aucun clone positif n'a été mis en évidence par la
lyse in situ des banques de gènes, il semble bien qu'aucun
des recombinants criblés ne puisse exprimer de chitosanase
en quantité détectable et que l'absence d'activité
chitosanase recombinante ne soit pas due à des problèmes de
sécrétion. Pourtant, lorsqu'une seconde banque, contenant
un nombre inférieur de recombinants, fut criblée à l'aide
d'une sonde d'ADN radioactive, plusieurs clones positifs
furent repérés, suggérant que la quantité de recombinants
évalués lors de l'essai d'expression était statistiquement
suffisante pour que l'un d'eux contienne le gène de la
chitosanase A.
Il semble donc que la chitosanase A ne puisse pas être
exprimée dans E. coli, en tout cas pas en quantité
suffisante pour détecter son activité, lorsque son gène est
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cloné dans pBR-322. D'ailleurs, cette hypothèse est
compatible avec le fait que lors d'essais préliminaires, les
clones COREC-172 et COREC-232 n'ont pas démontré d'activité
chitosanase. La détermination de la séquence d'ADN en amont
des gênes clonés devrait permettre de déterminer précisément
la raison de cette absence d'expression : perte des
séquences régulatrices lors du clonage, spécificité pour des
facteurs de régulation de Bacillus ou double contrôle
d'expression?
IV.3.2 EFFICACITÉ DU CLONAGE
Lors de la création d'une banque de gènes, il importe
d'obtenir un nombre de recombinants suffisant pour que
toutes les régions du génome cloné soient représentées au
moins une fois. Dans le cas des banques de gènes de
Bacillus réalisées ici, la taille moyenne des fragments
d'ADN clonés est de 4 kb. En considérant que le génome
complet de Bacillus est du même ordre de grandeur que celui
d'E. coli, i.e. environ 4 x 10^ kb, mille recombinants
seraient suffisants pour constituer une banque complète à
condition qu'aucun fragment ne soit représenté plus d'une
fois et qu'il n'y ait pas de chevauchement entre les
différents fragments contenus dans cette banque, 2
conditions improbables en pratique. Statistiquement, une
banque de 10^ recombinants devrait avoir de très fortes
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probabilités de contenir au moins une fois tous les gènes de
Bacillus.
Les cellules "librairies compétentes" ou
"hypercompétentes" de BRL permettent théoriquement des
•  8 9
rendements respectifs supérieurs à 10 et 10
transformants/jug d'ADN. Les contrôles de transformation
effectués avec les vecteurs intacts (pBR-322 ou pUC) ont
plutôt révélé des rendements inférieurs à 10®
transformants//ig de plasmide, alors qu'avec les produits de
ligation (ADN de Bacillus Sau3a dans pBR-322 BamHl),
l'efficacité de transformation a encore été réduite et des
taux de l'ordre de 10^ recombinants//ig d'ADN ont été obtenus
avec les cellules "librairies compétentes" et 10® avec les
cellules "hypercompétentes". Ces données sont inférieures
d'au moins un ordre de grandeur aux résultats attendus (plus
de 10® et 10® recombinant s//xg d'ADN ligué) même si ceux-ci
ont été estimés en considérant que les rendements produits
en laboratoire seraient 10 fois moindres que ceux du
fabricant. La diminution du taux de transformation est
peut-être due en partie au fait qu'il y a eu un délai d'un
an entre les ligations et les transformations, délai
nécessaire à la purification des chitosanases et à leur
caractérisâtion, pendant lequel les produits de ligation ont
été conservés à -20°C. D'autre part, les résultats des
contrôles de transformation ne semblent pas fiables ; alors
que les rendements de transformation avec de l'ADN ligué
138
sont généralement 10 à 100 fois plus bas que ceux observés
avec le contrôle utilisant le vecteur intact, comment
expliquer, avec les cellules "hypercompétentes", un contrôle
inférieur à 10® et un taux supérieur à 10® avec l'ADN ligué?
De l'inefficacité relative des transformations ont
résulté des banques de gènes dont le nombre de recombinants
s'est révélé moins élevé que prévu. Cependant, le criblage
avec la sonde 42mer spécifique à la chitosanase A a mis en
«a ^
évidence environ 1 clone positif par 10 recombinants, ce
qui coïncide bien avec 1 ' estimé fait plus haut et semble
indiquer, d'une part, qu'il n'y a qu'un site dans le génome
de B. megaterium contenant le gène de la chitosanase A et
que, d'autre part, ce site ne présente pas de difficultés de
clonage particulières (par exemple, séquences de
recombinaison). Par ailleurs, le nombre restreint de
recombinants positifs signifie aussi que les conditions
d'hybridation utilisées avec la sonde de 42 nucléotides
permettent une sélection suffisamment spécifique pour que le
problème d'éventuels faux positifs (présentant une
complémentarité accidentelle avec la sonde) soit minimisé.
IV.3.3 OBTENTION DE RECOMBINANTS CHITOSANASE
Suite à l'échec de la détection d'activité chitosanase
in situ, les efforts de clonage se sont portés plus
particulièrement vers l'isolement du gène codant la
chitosanase A puisque seule cette dernière possède une
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activité spécifique intéressante commercialement. Ainsi,
chacun des clones isolés (COREC-172 et COREC-232) hybride
avec 2 sondes différentes élaborées afin d'être spécifiques
à la chitosanase A. Chaque sonde devrait reconnaître une
section particulière du gène correspondant à la région N-
terminale de la chitosanase, sans qu'il y ait chevauchement
entre ces 2 sections. Le fait que la sonde de 42
nucléotides semble fortement spécifique (détecte environ un
positif par mille colonies recombinantes), ajouté à la
reconnaissance par la sonde de 26 nucléotides, permet de
supposer avec quasi certitude que les clones COREC-172 et
COREC-232 contiennent véritablement le gène de la
chitosanase A, ou plutôt, la fraction du gène codant pour la
région N-terminale de la chitosanase A.
En effet, rien ne permet d'affirmer que les clones
contiennent le gène complet de la chitosanase A. D'après la
masse moléculaire de la protéine, le gène de la chitosanase
A devrait couvrir environ 1 kb, alors que les longueurs des
inserts de COREC-172 et COREC-232 sont respectivement de 3,2
et 2,6 kb. Ces données permettent d'espérer, sans plus, car
si les séquences reconnues par les sondes sont situées à
l'une ou l'autre des extrémités des inserts, il se peut çfue
le reste du gène chitosanase A fasse partie d'un autre
insert qu'aucun moyen ne permet de détecter à l'heure
actuelle. La comparaison des cartes de restriction des 2
inserts et/ou la détermination de leurs séquences nucléiques
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peirmettront de vérifier si aucun, 1 ou les 2 recombinants
contiennent le gène de la chitosanase A complet.
Advenant que le gène cloné soit incomplet, la suite des
expériences serait tout de même facilitée puisque le
fragment de gène déjà isolé pourrait constituer une sonde
entièrement spécifique au gène de la chitosanase A et le
criblage d'autres banques de gènes serait ainsi plus
performant.
Aucun gène de chitosanase n'ayant été isolé auparavant,
les clones COREC-172 et COREC-232 représentent une percée
importante puisqu'ils peuvent donner accès non seulement au
gène chitosanase A de B. megaterium spPl (directement ou
non) , mais aussi éventuellement aux gènes chitosanase
d'autres souches bactériennes en les utilisant là aussi
comme des sondes, mais cette fois plus ou moins spécifiques.
La chitosanase de B. lentus spP6, entre autres, semblait
détenir une activité intéressante et 1'isolement puis la
caractérisation du gène correspondant permettrait de
l'étudier rapidement et sans les inconvénients occasionnés
par les conditions de culture particulières exigées par
cette souche.
L'isolement du gène de la chitosanase A pourra compléter
l'étude présente en répondant à certaines questions
soulevées en cours de route (mécanisme d'induction, nature
du peptide signal, présence ou absence de séquences codant
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pour les chitosanases B et C) et en ouvrant la possibilité
d'obtenir des quantités commerciales de chitosanase A par
sous-clonage dans un système de surexpression.
IV.3.4 NOTE
La détermination de la séquence nucléique des inserts
des clones COREC-172 et COREC-232, effectuée par
Mademoiselle Maude Simoneau en continuation des travaux
décrits ici, a confirmé qu'ils contiennent le gène de la
chitosanase A de B. megaterium spPl.
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V  CONCLUSION
Cette étude devait vérifier s'il était possible, en
utilisant la thermo-mécano-chiinie et des hydrolyses
enzymatiques, de produire des chitine/chitosane "à la carte"
(i.e. dont les caractéristiques de d.p. et d'acétylation
pourraient être choisies par les clients éventuels). Il
semble bien que oui, en autant que la dépolymérisation
partielle se produisant lors du traitement TMC puisse être
évitée. Ce problème mis à part, l'efficacité et la
souplesse des deux technologies expérimentées ici ont été
démontrées.
En effet, les traitements TMC en milieu basique
permettent de déacétyler la chitine avec une efficacité
variant selon la température du traitement, ce qui rend
possible l'obtention de produits aux taux d'acétylation
variables. De plus, l'utilisation de chitinases et de
chitosanase combinées permet d'hydrolyser tous les substrats
de chitine/chitosane, peu importe leur pourcentage
d'acétylation. Cependant, il serait préférable d'utiliser
uniquement les endochitinases de S. marcescens dans les cas
où la production de monomères devrait être minimisée. Il
est raisonnable de supposer que les conditions d'hydrolyse
(température, pH, durée de l'incubation, quantité d'enzyme)
influencent le d.p. des produits, cependant, ces influences
dépendent peut-être à leurs tours du taux d'acétylation des
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substrats. Il faudra donc, avant d'arriver à contrôler le
d.p. des chitine/chitosane subissant une hydrolyse
enzymatique, effectuer une grille d'expériences établissant
clairement ces interdépendances.
Il est vrai qu'il reste encore beaucoup de travail avant
d'envisager la production commerciale de chitine/chitosane
"à la carte", mais cette étude a démontré que ce but est
réalisable tout en identifiant les problèmes à résoudre.
Parallèlement à cet aspect pratique du projet s'est
greffée l'étude biochimique des chitosanases. Plusieurs
questions ont été soulevées; quelques-unes ont trouvé
réponse tandis que bien d'autres demeurent à clarifier, par
exemple : Comment 1'induction de 1'activité chitosanolytique
se produit-elle chez B. megaterium? À quoi ressemble le
mécanisme enzymatique utilisé par la chitosanase A? De
quelle façon la dégradation des oligomères de glucosamine se
poursuit-elle? Autant de points intéressant la recherche
fondamentale et qui mériteraient d'être eux-mêmes l'objet de
futurs projets de recherche.
Il est très stimulant de débuter des recherches dans un
domaine encore peu exploré, mais l'expérience s'est aussi
révélée frustrante car elle exige continuellement de faire
des choix et d'abandonner, au fur et à mesure qu'elles se
présentent, toutes les avenues qui pourraient retarder le
cheminement vers le but poursuivi. C'est souvent avec
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réticence que de telles décisions étaient prises, mais le
temps est la contrainte la plus stricte qui soit.
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PRÉPARATION D'UNE SOLUTION DE CHITOSANE 1 %
5 g de flocons de chitosane étaient dissous dans 200 ml d'une
solution de HCl 0,2M, puis le pH de la solution était ajusté dans
un mélangeur par des ajouts de NaOH IN jusqu'à l'obtention d'un
pH situé entre 5 et 6. La solution était ensuite diluée avec de
l'eau déionisée jusqu'à un volume final de 500 ml. La solution
autoclavée était conservée à 4°C.
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Page 1 de 2
DOSAGE NELSON-SOMOGYI
RÉACTIF A ; RÉACTIF DE CUIVRE ALCALIN (500 ml)
►  dans « 350 ml HjO, dissoudre :
• 14 g NUj HPO^ anhydre
• 20 g KNa tartrate
►  ajouter :
• 50 ml NaOH IN
• 40 ml CuS0^.5H20 10 % (avec agitation)
• 90 g NajSO^ anhydre, dissoudre
►  compléter à 500 ml avec HjO
►  laisser reposer 24 à 48 heures puis si des dépôts se forment,
filtrer la solution
RÉACTIF B ; RÉACTIF ARSÉNOMOLYBDATE <500 ml)
►  dans 450 ml H2O, dissoudre 25 g NH^-molybdate
►  ajouter
• 21 ml H2S0^ concentré (avec agitation)
• une solution de 3 g Na.HAsO.. TH-O dans 25 ml H_0 (avec
agitation)
►  incuber 24 à 48 heures à 37°C
►  conserver dans une bouteille de verre brune
avant d'utiliser, diluer dans 2 volumes H2S0^ 1,5 N►
Les dosages sont effectués en duplicata dans des tubes Pyrex à
bouchons vissables de la façon suivante :
À 10 à 100 iig de sucres dans 1 ml du tampon utilisé pour la réac
tion enzymatique (blanc = 1,0 ml tampon) :
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ANNEXE II
Page 2 de 2
ajouter 1 ml réactif A, agiter
fermer les tubes
chauffer à 100°C, 10 à 30 minutes
refroidir dans un bain d'eau froide
ajouter 1 ml réactif B, agiter
ajouter 3,0 ml HjO, agiter
lire D.O. à 520 nm
La courbe standard était effectuée avec un des sucres suivants
NAG (hydrolyse de chitine)
glucosamine (hydrolyse de chitosane)
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FIGURE 38 : Influence du d.p. sur la D.O. 560 mesurée lors du dosage
Nelson-Somogyi.
N-acétyl-glucosamine (o) £ = 797, chitobiose (A)





►  dissoudre 5 g KOH dans 20 ml H2O
►  ajouter 80 ml d'éthanol 95%
RÉACTIF B
►  1 ml acétylacétone dans 99 ml d'éthanol 95
RÉACTIF C
►  dissoudre 5 g para-diméthylaminobenzaldéhyde dans 5
ml HCl concentré
►  ajouter 95 ml d'éthanol 95 %
COLORATION
Le chromatogramme est d'abord trempé dans un mélange lA :
lOB, séché puis chauffé 3 minutes à 120°C. Il est ensuite
trempé dans le réactif C et séché à 70°C, 5 à 10 minutes.
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ANNEXE IV
PROVENANCE DES HUIT SOUCHES CHITOSANOLYTIOUES ISOLÉES
À FLEURIMONT
Bacillus megaterium spPl
"  " spP2
"  " spP3
Il II spP4
"  " spP5
Boisé, sous des feuilles mortes
Boisé, sous des feuilles mortes
Boisé, sous des feuilles mortes
Vase, près de l'étang
Vase, près de l'étang
Bacillus lentus spP6 Boisé, sous des feuilles mortes
spP7 Boisé, sous des feuilles mortes
spP8 Boisé, près des racines
(15 à 20 cm de profondeur)
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ADN de sperme de saumon
agarose
(médium EEO, type II)
ampicilline
Avicell
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